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SIGLAS Y ABREVIATURAS

ABC6
10: Areabajola curvadesdetiempoO hasta10 h.

ABC&: Areabajo la curvadesdetiempoO hastainfinito.

- ABC: Areabajo la curvade concentraciónsérica.

- B. fragilis: Bacteroidesfragilis.

- B. thetaiotaomicron:Bacteroidesthetaiotaomicron.

- Co: ConcentraciónséricaentiempoO.

- C: Concentracion.

- 0C: Gradoscentígrados.

- cc.: centímetrocúbico.

- C
111á~: Concentraciónséricamáxima.

- CMB: Concentraciónmínimabactericida.

- CM1~j0: Concentraciónmínimaqueinhibe el crecimientodel 50% de las

cepas.

- CMI%: Concentraciónmínimaqueinhibe el crecimientodel 90% de las

cepas.

- CMI: Concentraciónmínimainhibitoria.

- cols.: colaboradores.

- csp:cantidadsuficientepara.

- cv: coeficientedevariación.

- DL~o: Dosisletal parael 50%dela poblaciónestudiada.

- E. coli: Escherichiacoli.

- EPA: Efectopostantibiótico.

-fig.: figura.

- g.: gramo.
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- h.: hora.

- ím: intramuscular.

- iv: intravenoso.

- Ke: Constantedeeliminación.

- Kg.: kilogramo.

- 1.: litro.

- LCR: Líquido cefalorraquideo.

- log.: logaritmodecimal.

- m2: metroscuadrados.

- mcg.: microgramo.

- mg.: miligramo.

- ml.: mililitro.

- mm.: milímetros.

- mx: mediaaritmética.

- Omp: Proteínasde la membranaexterna(“Outer membraneprotein”).

- P. aeruginosa:Pseudomonasaeruginosa.

- P. mirabilis: Proteusmirabilis.

- p: probabilidaddebidaal azar.

- PBP:Proteínafijadoradepenicilina(“Protein bindingpenicillin”).

- R2: Coeficientededeterminación.

- R: Coeficientedecorrelación.

- rpm.: revolucionesporminuto.

- 5. aureus:Staphylococcusaureus.

- 5. epidermídis:Staphylococcusepidermidis.

- SARM:Staphylococcusaureusresistentea meticilina.

- SERM: Staphylococcusepidermidisresistenteameticilina.

- Sm: Errorestándarde la media.

- spp.:especie.
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- t.: tiempo.

- T1¡2: Tiempodehemivida.

- ~ Tiempoquetardaen alcanzarsela concentraciónmáxima.

- ufc.: unidadformadoradecolonia.

- VDRH: Volumendedistribuciónrelativohistoespecífico.
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La osteomielitiscrónicaes uno de los procesosinfecciososde

más difícil planteamiento”2.Presentauna incidencia en aumento, en

relación con determinadassituacionesque dificultan el diagnósticoy

agravan su pronóstico3A: diabetes, insuficiencia circulatoria periférica,

casos postraumáticosy postquirúrgicos,...Estas mismassituacioneshan

condicionadocambios en la etiología, adoptandolos microorganismos

Gramnegativosun mayorprotagonismo,llegandoenconjuntoasobrepasar

a Staphylococcus aureus como agentes causales1~3. Pseudomonas

aeruginosaes, de entre los Gram negativos, una bacteriacon especial

trascendenciaen la infección ósea;su incidenciaes cadavez mayor en

aislados de osteomielitis, tanto individualmente como en infecciones

polimicrobianas’3-6•

Constituyeun procesodedifícil manejodebidoa la necesidadde

tratamientos muy prolongados, habitualmente por vía iv, con el

consiguiente aumento del coste económico y de los problemas

psicosociales23.

Es así mismoevidenteun continuoy progresivoincrementode

resistenciasbacterianas,al menos en lo referente a dos grupos de

antimicrobianos muy ampliamente utilizados en este proceso:

betalactámicosy quinolonasfluoradas.Los primerosseenfrentanal grave

problema de las betalactamasas7’8,provocan alergias con relativa

frecuencia9y, en lo referentea las cefalosporinas,se discutesu adecuada

concentraciónen hueso10. En las quinolonas fluoradas se depositaron

grandes esperanzas,y son ciertamentefármacoseficaces, con buena

difusión a tejido óseoy espectroadecuado’0”’.Sin embargosu efectividad

frente a Staphylococcusspp. y algunos Gram negativos, incluida P.

aeruginosa,no ha sido la esperada’2’4.Porotro lado, su usoestálimitado

a adultospor su contraindicaciónen la fasedecrecimientoóseo,dadoque
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experimentalmentese ha comprobadoque puedendañarel cartílagode

crecimiento15. El incremento de resistenciasbacterianasfrente a los

antibióticosde usomáscomún,condicionapor tanto la búsquedade otros

antimicrobianos con mayor actividad, menor toxicidad y/o mejores

propiedadesfarniacocinéticas16•

El estudio de la osteomielitis crónica en clínica humana,

conilevaproblemasdiversosde caráctermetodológico,con dificultad para

la obtención de grupos homogéneosy para un correcto diagnóstico

etiológico1~3. Esto condujo al desarrollo de modelos experimentales

animales que han demostradosu eficacia17’18. Habitualmentese han

empleado conejos, especialmentecon 5. aureus, siendo escasoslos

realizadoscon ratasy utilizandoGram negativos.Sin embargo,ésteesun

animal económico, obtenible con facilidad y en grupos homogéneos,

suficientementegrandecomoparapermitir estudiosanatomopatológicos,y

a la vez muy manejable”7-’9.

Fosfomicinaes un antibiótico “nacional”, poco valoradoen la

bibliografía médicaanglosajonay de escasautilización en nuestropaís,

consideradohabitualmentede segundalínea2Q Es sin embargoun buen

antimicrobiano,con característicasfisicoquímicasy farmacocinéticasque

permitensu administraciónvía parenteraly oral. En la actualidadsólo se

admite su uso por estavía en infeccionesurinariasno complicadasy en

infecciones intestinales2t23,pero la reciente aparición de fosfomicina

trometamoltal vez puedaabrir nuevasexpectativasparael tratamientopor

vía oral de infeccionesque requieranaltas concentracionesen suero y/o

tejidos. Su toleranciaesexcelentey producepocasalergias.Su espectroes

buenofrente a Gram positivosy aceptablefrente a Gram negativos,con
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actividad frente a cepasde P. aeruginosa; también la poseefrente a

anaerobios,excepto bacteroides.Es ademásactivo y estable frente a

betalactamasasy tiene actividad sinérgica con otros muchos

antimicrobianos21’~24.Su eficaciaen la osteomielitispor 5. aureushasido

probadaclínicay experimentaImente25~26.

Por todo lo antedicho,ante el reto que planteala búsquedade

fármacosalternativosa los clásicos para el tratamientode osteomielitis

(resistencias,alergias, intolerancias,niños,...), teniendo en cuenta la

importanciade P. aeruginosaen este procesoy por la necesidadde

disponer de antimicrobianosque permitan realizar terapia secuencial

(parenteral-oral),nos hemos planteadoel desarrollode un modelo de

osteomielitisexperimentalen ratas,utilizando P. aeruginosacomoagente

etiológico, y el estudiode la farmacocinéticay efectividadclínica de la

fosfomicinaen el animaldeexperimentación.
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1.1.- OSTEOMIELITIS

1.1.1.- GENERALiDADES

A pesarde los importantesavanceslogradosen las últimas

décadas, la osteomielitis crónica continúa presentando complejos

problemas de manejo terapéutico; es causa de grave e importante

morbilidad y hay diferencias de opinión acerca de la elección de los

antimicrobianosadecuadosy dela duracióndel tratamiento’4.

Constituye un grave problema socioeconómico por la

complejidaddel diagnósticoy de la terapéutica.Tambiénplanteadelicadas

cuestionesde orden psicosocial. Los pacientesafectosde este proceso

puedenllegar a precisarapoyopsiquiátrico,debidoala largaduraciónde

los tratamientos,generalmentepor vía parenteral,y a los repetidosactos

quirúrgicos,lo cual conílevaprolongadashospitalizaciones;a éstohayque

sumarsu habitualdependenciade analgésicosy sedantesy un pronóstico

inciertoconfrecuencia3.

El fenómeno de la adherencia bacteriana a superficies

desempeñaun papelprimordial en la patogénesisdeestaenfermedad4~2’7-29,

puesla infección óseapuedeconsiderarsecomo un procesopor bacterias

adherentes,colonizadorasde superficiespasivas,como son los fragmentos

de tejido óseo, los materialesde implantesosteoarticularesy en general

todos los tejidosdesvitalizados.Los microorganismosadherentescolonizan

estassuperficiespasivasy formanglicocálix, en cuyo senosemultiplican y

están protegidos frente a fagocitos, anticuerpos, complemento y

antibióticos.El glicocálix danombrea unared deexopolímerosaltamente
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hidratadosque, ancladosal lipopolisacáridode la membranaexternaen

Gram negativoso a los ácidos teicoicosen Gram positivos, envuelven

externamentea Ja bacteria. Este material se fija con facilidad a las

glucoproteinasreceptorasde lasmencionadassuperficiespasivas,confirme

adhesión,a la vez queseestablecetambiénunadependenciainterbacteriana

entreespeciescomuneso microorganismosdiferentes.De estamanerase

constituyeun “biofilm” quegarantizasu resistenciay agresividad,asícomo

su supervivencia, por medio de la cooperacióninterbacteriana.Esta

concepciónayudaa explicar la toleranciaa muchostratamientosmédicos.

Así mismo este “biofilm” constituye uno de los factores de máxima

importanciaen el desarrollode la cronicidaden la osteomielitis30.En un

estudiosobreaislamientosbacterianosde infeccionesosteoarticulares3t,se

detectó producción de glicocálix en el 76’3% de cepasde 5. aureus,

57’ 14%de 5. epidermidis.50% de P. aeruginosay 75% deE. coli.

Por tanto, en la patogénesisde la infección ósea tiene gran

importanciala apariciónde áreasnecróticasy desvitalizadasal progresarla

infección. Efectivamente,la osteomielitis aguda es primariamenteuna

infección supurativa, acompañadade edema, congestión vascular y

trombosis de pequeñosvasos, conduciendoa una micronecrosisósea;

cuando la infección progresa, la vascularizaciónse comprometey se

desarrollamacronecrosiscon grandesáreasdehuesomuerto(secuestros)y

proliferación osteoblásticacon formación de hueso nuevo reactivo

alrededorde la necrosis.Histológicamente,el infiltrado inflamatorioinicial

característicode fase aguda (leucocitos polimorfonucleares)va siendo

substituidopor un infiltrado crónico(mononuclearesy célulasplasmáticas),

constituyéndoseen la zona de lesión inicial un centro (“nidus”) con

polimorfonucleares,depósitosde fibrina y tejido necrótico, rodeadode

tejido degranulaciónconlinfo-monocitosy célulasplasmáticas;éstasestán
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a su vez rodeadasdeun tejido fibroso y huesonuevodeestructuralaminar,

elementosquecaracterizanla cronicidacP2.Hay por lo tanto una gradual

transfonnaciónde la osteomielitisagudaen crónica. En fase crónica, la

vascularizaciónseencuentramuy comprometida,lo cual dificulta aúnmás

el tratamientoantimicrobiano32-34.

La patogeniade la osteomielitis resultade tal importanciaen

cuanto a la terapéuticaa aplicar, que numerosasclasificacionesde la

enfermedadse basanen ella. Waldvogel3234la clasificó en tres grupos,

ampliamenteutilizadostodavía:hematógena,por contigtiidady asociadaa

enfermedadesvasculares. Otra clasificación patogénica considera la

osteomielitis hematógenao primaria, isquémica (necrosis vascular

asociada),contigua, postraumáticao postquirúrgica35.También es muy

utilizadala clasificaciónevolutiva,considerandoagudala demenosde dos

semanasde evolución,subagudaentredos y cuatro semanasy crónica la

que superalas cuatro; así, Gentry36 la considera,pero añadiendoque

cualquierosteomielitisaparentementeagudaqueha presentadoalgúnbrote

anterioren el mismoterritorio,esun broteagudosobreun fondocrónico,y

por lo tanto hay queconsiderarlacrónicaa efectospronóstico-terapéuticos

y demanejo.

El diagnósticode la osteomielitis no es fácil. La radiología

convencionalesde escasautilidad, especialmenteen casosprecoces,por

faltade hallazgosradiológicoshastapasadas2-3 semanasdesdeel inicio de

la infección. En pacientesdiabéticos, las imágenes secundariasa su

osteoartropatíasonmuy similaresa las del procesoosteomielítico.Encasos

postraumáticos y postquirúrgicos, las lesiones óseas acompañantes

dificultan gravementeuna adecuadavaloración. Por ello, con frecuencia

hay queacudira técnicasisotópicas(pirofosfatode Tecnecio99,citratode
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Galio67, leucocitosmarcadoscon Indio111), lo cual encareceel estudiodel

casoy puedefavorecerunaprolongadahospitalizacióní3A3’738.

Tampoco el diagnóstico etiológico, fundamental para un

adecuadotratamiento,resultasencillo. La muestrade másfácil obtención

(exudadode fístula) tiene un valor predictivo positivo bajo, del ordendel

78%para5. aureus,29% paraenterobacteriasy 8% paraP. aeruginosa,de

tal maneraqueel aislamientodeunabacteriadiferentede 5. aureus,carece

de significación para predecir cual es el verdaderoagentecausal39. Se

precisapor tanto de muestrasobtenidasquirúrgicamente,de las cualesno

siempre se puede disponer, o de hemocultivos,que con frecuenciason

negativosen esteproces&A’39.

El tratamiento de la osteomielitis crónica tiene una doble

vertient&: una quirúrgica, que debe cumplir los principios de

desbridamiento,obliteración del espacio muerto y restauraciónde la

estabilidad;y otra médica,antimicrobiana,con un fármacoactivofrente al

microorganismocausal, que alcanceuna adecuadaconcentracióny sea

estableen el hueso,con unaduración no inferior a cuatro semanas.Son

preferibleslos antibióticosbactericidas.Tambiénson especialmenteútiles

los quetienenactividadantiadherente,comoclindamicina, impidiendola

unión del glicocálix a fragmentos de fibras, hematomaso materiales

inhertes. Otras característicasque deberíaposeerel antimicrobianoideal

parael tratamientodeestaenfermedad,seríanquefuesecapazdeactuaren

condiciones adversas (pU bajo, anaerobiosis,...),que no se viern

influenciadoporproblemasrenaleso hepáticos,queprodujeraescasao nula

toxicidad, que presentanalta indiferencia frente a mecanismos de

resistenciabacterianay quetuvieraun bajoprecio11.
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1.1.2.-ETIOLOGIA

5. aureus continúa siendo el microorganismo más

frecuentementeobtenidoenaisladosdeosteomielitis2,28$2M,40-46.

5. epidermidis se asociahabitualmentea biomateriales28y a

implantesmetálicos’t6.

Los bacilosGram negativosse encuentranpresentescon más

frecuenciaen enfermoscon osteomielitispor contigttidad,postraumáticay

postquirúrgica,deevolucióncrónicay de desarrollonosocomial2~4lA2A’7-49.

P. aeruginosaseaislaespecialmenteen osteomielitisen adictos

a drogas por vía parenteral2’43, heridas por punción en los pies50-53,

infeccionespostquirúrgicas4lMy en infeccionesen los pies de enfermos

diabéticos494~5’~.

Estudios prospectivosde Gomis y cols. durante los últimos

años6, muestran un claro incremento de bacilos Gram negativos,

incluyendo P. aeruginosa, como aislados únicos o múltiples en la

osteomielitis. En una revisión de las osteomielitisdiagnosticadasdesde

1984a 1989enunaUnidadde EnfermosSépticos5,comprobamosqueésta

era el principal agentecausalen más de un 20% de los 273 pacientes

estudiados.La frecuenciade casospostraumáticos,postquirúrgicosy/o con

enfermedadesasociadas(diabetes,insuficienciacirculatoria de miembros

inferiores, úlceras por presión) era proporcionalmenteelevada. Para

considerarválido el diagnósticoetiológico,serequirió la comprobacióndel

microorganismoen hemocultivo, aspirado, material óseo o protésico

obtenidoquirúrgicamenteo tres muestrassucesivasde exudadode fístula.

En una seriede 304 pacientes,Guerrero42encontróque 5. aureusfue el
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principal agenteimplicadoen un 47% de los casos,a gran distanciade P.

aeruginosaque sólo se aisló en un 6%. Sin embargo,en estaserie, 130

enfermospadecieronuna osteomielitis hematógena,mientrasque en la

nuestraéstaera claramenteminoritaria; cuandose analizaron los casos

postraumáticosy postquirúrgicos,se comprobóuna menor incidenciade

estafilococosconincrementode la de los Gramnegativos.

Los anaerobiosestánimplicados con cierta frecuenciaen las

osteomielitisde cráneoy cara,asícomoen las isquémicasy ampliamente

manipuladas41’55’5’7-59. Clásicamenteno se les ha concedido excesiva

importancia,presentandouna baja incidenciateórica;éstaes atribuible a

técnicas inadecuadaspara el estudio de las muestras, aceptandose

actualmenteque puedenestar presenteshastaen un 30% del total de

osteomielitis42. Además, en los últimos años se han realizado varios

modelos experimentales con estos microorganismos, probando su

capacidadpatógenaen la infecciónósea~62.

Otros agentes,como Haemphylus influenzae, Streptococcus

pyogenes, Mycobacterium tuberculosis, Brucelía melitensis, Candida

albicans, etc. puedenestar también implicados, con mayor o menor

frecuencia,en la etiologíadela osteomielitis42.

Sin embargo,estaclasificaciónetiológicano dejade serun tanto

artificial, dadoquela osteomielitispolimicrobianaesunarealidadpatente.

Su incidenciaosciladesdeun 21% en la seriede Guerrero42,hastaun 42%

en un estudiomulticéntricode infeccionesóseasde etiologíasdiversas’~.

Otros autoresle atribuyenunafrecuenciamáselevada,oscilandoentreun

30 y un 60% de las osteomielitiscrónicas63.Se debesospecharetiología
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polimicrobianaen los casoscrónicosmanipuladosquirúrgicamente,en los

secundariosafracturasabiertasdemiembrosinferiores,cuandola infección

tiene lugar en unaextremidadcomprometidapor insuficienciavascularo

neuropatíaperiférica, en las osteomielitispor contigilidad—especialmente

de los huesosde la carao de los pies—o siemprequeexistandatospara

pensaren la presenciade anaerobios42’63.

1.1.3.-TRATAMIENTOANTIMICROBIANO

Cuatrofactoresmayoresinfluyen enel tratamientoy pronóstico

de las osteomielitisM: gradode necrosis,condicionesdel huésped,lugar y

extensiónde la infección, y efectosincapacitantesde la enfermedad“per

se”. La referenciaa estosfactorespermitiría teóricamentecompararlos

resultados de diferentes tratamientos o la efectividad de nuevas

modalidadesterapéuticas.Sin embargoen la prácticano resultatan sencilla

esta comparación,dado que, si bien la osteomielitisagudahematógena

puede beneficiarse de un tratamiento antimicrobiano como única

terapéutica,pudiendocon ello curaral enfermoe impedir la cronificación

del proceso,en la osteomielitiscrónica con frecuenciaes necesariauna

actitudquirúrgicaasociada;a éstohayqueañadirlos aspectospsiquiátricos,

comentadospreviamente,y rehabilitadores,lo cual multiplica las variables

ateneren cuenta65.

El éxito terapéuticoen la osteomielitissebasaenun tratamiento

quirúrgico adecuado,si estáindicado,un diagnósticomicrobiológicocierto

y unaprolongaday adecuadaterapiaantimicrobiana.Cuandoseanecesario

iniciar un tratamientoantimicrobianoempírico,éstedebecumplir unaserie

de condiciones65:actividadcontramicroorganismoshabituales,capacidad
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para difundir y mantenerniveles óseosy actividaden dicho tejido. Esto

suponetomaren consideracióntodoslos aspectospreviamentecomentados

acercade la etiologíade esteproceso,especialmenteen lo referentea los

microorganismosGram negativosy a las osteomielitispolimicrobianas.

Con respectoa la necesidadde una terapiaprolongada,este factor ha de

tenersemuy en cuentaparaevitar en lo posibleproblemasde toxicidad y

efectossecundarios3~

Los antimicrobianosmás utilizados para el tratamientode la

infecciónósea,hansidolos betalactámicosy lasquinolonasfluoradas.

Clásicamente se han utilizado las penicilinas isoxazólicas

(oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina) para el tratamiento de las

osteomielitispor S. aureus, y todavía se puedenconsiderarfármacosde

primera elección para este proceso,con la ventaja de permitir terapia

secuencial parenteral-oral. Además se ha comprobado su adecuada

concentraciónen hueso~~.Lascefalosporinasde primerageneraciónson

probablemente, en competencia con las penicilinas isoxazólicas,

antimicrobianosasímismodeelecciónen la infecciónóseaestafilocócicay

hanprobadosueficaciaduranteaños69.

Más recientemente, se han venido utilizando modernos

betalactámicos, incluyendo cefalosporinas de tercera generación y

ureidopenicilinas,con excelentesresultados6”t8”7~’74.Tienenla ventajade

presentarun amplio espectroantibacteriano,lo cual justifica su uso

especialmentepor la incidenciacrecientede osteomielitispolimicrobiana

con participaciónde Gram negativos. Estos fármacospuedenprovocar

alergiascon relativafrecuencia,habiéndosedescritoreaccionesalérgicasa

la penicilinahastaenun 4% delos pacientestratadoscon ésta9.La alergia

frentea penicilinassemanifiestainclusoenformadeanafilaxia grave,que
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si bien esinfrecuente,puedetenerunaelevadamortalidad21.Con respectoa

las cefalosporinas,se discute su adecuadaconcentraciónen hueso,

presentandoen generalun volumendedistribuciónrelativo histoespecífico

(VDRH) bajo, lo cual traduceunabajarelaciónentrela concentraciónósea

y la concentraciónsérica10,por lo que su farinacocinéticaóseasólo se

considera“aceptable’~5.Muchas de ellas tienen un efecto inductor de

betalactamasas,con todoslos problemasquedeello deriva75.Sin embargo,

es cierto que en numerososestudiosclínicos se han mostradoeficacesy

útilesóA&’7O’72,’74,?6. También se han utilizado betalactámicos con

inhibidoresdebetalactamasas,con resultadostansólo discretosen modelos

experimentales’7’7.

Los monobactámicos,con una farmacocinéticaósea bastante

similar a la de las cefalosporinas’0,se han utilizado parala osteomielitis

por Gram negativos,con buenosresultados78.Puedenpor tanto jugar un

papel importanteenel tratamientodeestaenfermedad,máximea la vistade

los problemasquepresentanlos aminoglucósidos,y queposteriormentese

comentarán.

Finalmenteimipenem,del grupo de los carbapenémicos,puede

estarespecialmenteindicadoen los casosdeetiologíapolimicrobiana,dado

su amplio espectro antibacteriano’t8”79. En estudios clínicos y

experimentaleshademostradosu eficacia’m~~$í.

Lasquinolonasfluoradasfueroninicialmenteconsideradascomo

fármacosexcelentespara el tratamientode osteomielitis,especialmente

ciprofloxacino82.Tienenla gran ventajade permitir unaterapiasecuencial

parenteral-oraly alcanzanuna adecuadaconcentraciónen hueso,con un

VDRH elevado,habitualmentesuperiora la unidad10.Sin embargo,y tal

vez en relación con su uso indiscriminado, los últimos años nos han
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mostradoun aumentoalarmantede las resistenciasbacterianasfrente a

estos antimicrobianos.En un estudio realizado en un hospital de 300

camas83,la sensibilidadde diferentesmicroorganismosa ciprofloxacinono

varió significativamentedesde1984hasta1987 (Del 99’6% al 99’5%); sin

embargo, tras su libre comercialización, en sólo un año el nivel de

resistenciase incrementóhasta un 4%, debido fundamentalmentea 5.

aureusy P. aeruginosa.En un estudiomulticéntricorecienteestudiandola

sensibilidadde los estafilococosaisladosde diferentescentroshospitalarios

españolesfrente a varios quimioterápicosantibacterianos(470 cepasen

1986 y 419 cepasen 1990), se comprobó un gran incrementode la

resistencia,especialmentefrente a betalactámicosy quinolonasfluoradas

(ciprofloxacinopasódel0’6% al 16% y ofloxacinodel0% al 13’2% paraS.

aureus;paraestafilococoscoagulasanegativosel incrementofue del 1’1%

al 20’9% y del 0’4% al 18’4% respectivamente)14.En otro estudiosobre

533 cepasde P. aeruginosaaisladasdemuestrasclínicas,secomprobóque

el 14’3% eranresistentesa ciprofloxacino, con unaCMIgo de 4 mcg./ml.,

cifra que cuadruplicala encontradaen trabajosprecedentes;ofloxacino y

fleroxacino mostraronmenor actividad, con una CMI% de 32 mcg./ml.,

ocho vecessuperiora la encontradaen otros estudiosM.Por otro lado, la

demostración experimental de que pueden dañar el cartílago de

crecimiento,limita su uso a los adultos15.Sin embargohastaahorasehan

venidoutilizando con éxito, tantoenexperimentaciónanimal85~comoen

clínica humana89~.Efectivamente,con estos fármacosse han logrado

buenosresultadosglobalesen la infecciónosteoarticular,perosu eficaciaes

menor frente a P. aeruginosa y 5. aureus que frente a otros

microorganismos’~.
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Otrosantimicrobianoshansido utilizadosparael tratamientode

las osteomielitis bacterianas. Vancomicina puede ser útil para las

infeccionesestafilocócicas,especialmenteen alérgicosa betalactámicos,

pero se ha mostradopoco eficazen modelosexperimentales’01,y alcanza

bajasconcentracionesen hueso1~.Teicoplaninaaportaalgunaventajaen

actividad intrínsecay farmacocinética,habiéndosemostradoeficaz en la

clínica, aunquetodavía no existe acuerdorespectoa la dosis óptima a

utilizarI()3-í05

Rifampicinaha sido tambiénutilizada, sobre todo en modelos

experimentales,generalmenteasociadaa otrosantimicrobianos85’106.

Clindamicinaes activa frente a cocos Gram positivosy tiene

también acción anaerobicida, habiéndose demostrado su poder

antiadherente10’7’1~.Tiene buena biodisponibilidad oral23 y ha sido

utilizadacon buenresultadoen infeccionesosteoarticularesí<~.Tambiénse

ha empleadocon éxito para osteomielitis bajo herida en los pies de

enfermosdiabéticos,generalmenteenasociaciónconotrosfármacos’~0.

Fosfomicina tiene buena actividad frente a estafilococose

incluye Gramnegativosen su espectro.Su eficaciaen osteomielitispor 5.

aureusha sido probadaclínica y experimentalmente25’26.La experiencia

conGramnegativosesmuchomáslimitada.

Con respectoa los aminoglucósidos,es ya clásico el trabajode

Zimelis y Jackson”1,en el que demostraronun efecto inhibidor de los

ionesde calcio sobrela actividadde variosantimicrobianosde estegrupo

(sisomicina, tobramicina y gentamicina) contra P. aeruginosa.

Comprobaronque, en presenciade altasconcentracionesde antibiótico,al

añadircalcio al medio de cultivo seobteníacrecimientobacteriano.Este

efectono erareversiblepor aumentarla concentracióndel aminoglucósido

y sólo seejercíacuandola paredbacterianaestabaintacta.No secomprobó
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con otros Gram negativos (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes

Klebsiellapnewnoniaey Proteusmirabilis). Además,los antin,icrobianos

deestegrupose inactivanapH bajoy encondicionesdebajopotencialred-

ox3~4~t1,situacioneséstashabitualesenel foco de infecciónósea.Porestos

motivos,seconsideraquelos aminoglucósidosestánpocoindicadosparael

tratamientode la osteomielitis.

Metronidazol tambiénse utiliza en esteproceso,normalmente

asociadoa otros antimicrobianos,al menosen la faseinicial, especialmente

en osteomielitis en miembros inferiores—sobretodo en pacientescon

enfermedadesvasculary/o diabética— asícomo bajo úlcerapor presión,

dada la frecuente participación de anaerobiosen estos casos63~’72. En

nuestrogrupo de trabajo112, comprobamosque la CMI de metronidazol

frente a algunos Gram negativosfacultativos, descendíaa cifras muy

inferioresa la previatrasincubaciónenanaerohiosis,y quesuexposicióna

este antimicrobiano provocaba alteraciones morfológicas en medio

anaerobio;ésto podría indicar una moderadaactividad del antibiótico

contra microorganismosfacultativos y acrecentarla actividad de las

defensas inespecíficas del paciente en virtud de la alteraciones

morfológicasmencionadas.

1.1.4.-OSTEOMIELiTiS PORPSEUDOMONAS
AERUGINOSA

Las bacteriasdel géneroPseudomonassedefinencomo bacilos

Gram negativos, móviles, aerobios estrictos—si bien algunasespecies

pueden emplear como aceptor alternativo el nitrógeno—. Están

ampliamente distribuidas por la naturaleza y constituyen unos
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microorganismostípicamenteoportunistasen el hombre,en el que causan

infeccionesdemarcadagravedady altamortalidad;su nivel de resistenciaa

antimicrobianosy desinfectanteseselevado113,114•

Pseudomonasaeruginosa es la especie tipo y la más

frecuentementepatógenaparael hombre.Estaacciónpatógenaderiva de

diferentes factores de virulencia1~ endotoxina del lipopolisacárido,

exotoxinaA, exoenzimaS—que puedeactuarcomotoxina libre o como

adhesina—,elastasa,pmteasa,hemolisinas—fosfolipasay lecitinasa—,

pigmentos,etc. En su capacidadde adhesiónintervienenel mencionado

exoenzimaS, los pilis o fimbrias y, en algunoscasos,el exopolisacárido

mucoide1~ Es un microorganismoque característicamentese asociaa

infeccionescon tendenciaa evolucionara la cronicidad, al igual que 5.

aureus’1’7

La resistenciade P. aeruginosa se debe generalmentea la

posesión de plásmidos que codifican la producción de enzimas

(betalactamasas y enzimas inactivadores de aminoglucósidos

fundamentalmente)”4y/o a la hiperproducción de betalactamasas

cromosómicas118~119; sehandescritoresistenciasno mediadaspor enzimas,

debidasa plásmidoso a mutacionescromosómicas,especialmentepor

alteraciónde las proteínasde la membranacelularexterna(Omp), lo cual

condicionaun efectode barreraparael transportede los antibacterianosa

su lugar deactuación.Tambiénpuedenpresentarresistenciapor alteración

de la diana del antimicrobiano’13, y se ha sugeridola existenciade un

sistemade “efflux”’20.

Esta bacteria tiene unas necesidadesnutricionales mínimas,

siendocapazde persistiren el ambientedurantelargosperíodosdetiempo.

Tienepredilecciónpor los lugareshúmedos,tanto en su hábitatnatural—

donde se relaciona estrechamentecon suelos y agua—como en la
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colonización humana o en los reservorios hospitalarios’21. Vive

perfectamente en el suelo de los pasillos y salas de hospital,

humidificadores,sueros,líquidos de diálisis, aguadel grifo, material de

curay diagnóstico,prótesis,marcapasos,etc.; cualquiermediodondeexista

cierto gradode humedadpuedeserunafuentede Pseudomonas.Así, la tasa

habitualde sujetossanoscolonizadosen mucosanasal,oídos,axilas,zona

perineal,etc. (menordeun 7%), seelevaenambientehospitalariohastaun

20%-40%,llegandoincluso a sobrepasarel 50% en algunoscasos121.Por

estemotivo, la infección hospitalariapor Pseudomonaspuedeocurrir en

enfermos que, por cualquier causa, presentenuna disminución de la

actividadde su sistemadefensivoinmunológicoo hayansido sometidosa

poliquiniioterapiaantimicrobiana,con seleccióndecepasmultirresistentes;

igualmentepuedeafectar a sujetos con puertasde entradaabiertasa la

infección113’114’122.Estos mecanismosexplican la mayor incidencia de

osteomielitis por P. aeruginosa en adictos a drogas por vía

parenteral2A3.’2¿3,infeccionesóseaspostquirúrgicas4l.Me infeccionesen los

piesde enfermosdiabéticos4955.Tambiénseaislancon relativafrecuencia

en infeccionesdeheridaspor punciónen los pies50~’~4.La patogenicidad

de estabacteriacomo agenteprodutor de osteomielitisha sido además

probadaexperimentalmenteenconejos1~.Nosotrosla hemoscomprobado

en ratas19.

La osteomielitis por P. aeruginosa presenta algunas

característicaspropiasquele confierencierta individualidad. Se produce

por dos mecanismosposibles’26:diseminaciónhematógena—enpacientes

adictosa drogaspor vía iv o a partir de focos urinarios e infecciones

pélvicas fundamentalmente—opor contigilidad desde infecciones de

tejidos blandos, casos postquirúrgicoso tras traumatismo penetrante,
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especialmentepor herida punzante. Este último mecanismo incide

especialmenteenniños~~52.

LasPseudomonastransportadaspor la sangre,parecenteneruna

predilecciónparticularpor las estructurasfibrocartilaginosasdel esqueleto

axial121. Estas infecciones a menudo involucran el espacio articular,

cartílago,membranasinovial y huesoadyacente,de modo que es difícil

determinarsi una artritis precedeal compromisoóseo o viceversa. El

tratamientodeestetipo de osteomielitisconfrecuenciapuedebasarsesólo

en el empleo de antimicrobianos, aunque a veces es preciso

complementarioconunaadecuadalimpiezaquirúrgica65~’21.

Las infeccionesde huesosy articulacionespor P. aeruginosaa

menudoson máspersistentesquelas causadaspor otros microorganismos,

y tiendena sermenosdestructivas,o al menoslo hacenmáslentamente.En

osteomielitisexperimentalenconejos,utilizando5. aureusy P. aeruginosa,

los hallazgos radiográficose histopatológicosdemostraronuna menor

agresividad del bacilo Gram negativo’27. Nosotros también lo

comprobamosexperimentalmentecomparandola osteomielitispor E. coli y

¡a producida utilizando P. aeruginosa19;observamosque las lesiones

tardabanmástiempo en producirsecon ésta,en condicionescontroladasy

equiparables,queasemejabanla osteomielitispor contigñidad.Es ésteun

procesoqueocurreen unavariedadde contextosclínicosy a menudoes

causadapor bacteriasGramnegativas,entrelascualesP. aeruginosaesuna

de las más frecuentementeaisladas. Se puede presentartras fracturas

abiertaso como complicacióndecirugía “limpia”, necesariaenel manejo

de fracturascenadasde huesoslargos. Tambiénpuede adquirirseen el

contextode una heridapunzanteen los pieso como complicaciónde una

neuropatíaperiférica—con o sin compromiso vascular asociado—con

necrosispor presiónde la piel y tejidos blandossuprayacentesal hueso,
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casode los enfermosdiabéticos;asímismopuedepresentarsetrascirugía

cardíaca, en forma de osteomielitis esternal’21. En estos casos, el

tratamientoantimicrobianodebellevar asociadode forma prácticamente

constanteunaadecuadaterapéuticaquirúrgica,si bienpuedepermitir, si se

aplica correctamente,disminuir la extensiónde las amputacionescuando

éstas son necesarias,o incluso evitarías por completo, limitándose la

cirugíaa realizarunacorrectalimpieza65.

Comoya sehacomentadopreviamente,las variablesa teneren

cuentaen esta enfermedadson tantasque dificultan la interpretacióny

comparaciónde las diferentesterapéuticasaplicadas,por lo que esdifícil

contar con pautasgeneralesde tratamientopara la osteomielitiscontigua

crónica por P. aeruginosa.Se han manejadodiferentes antimicrobianos,

fudamentalmentebetalactámicosy quinolonas fluoradas. De entre los

primeros, se ha ensayadoaztreonam con buen resultado en algún

estudio128,pero el másampliamenteutilizadoha sido ceftazidima,queha

demostradosu utilidad en la clínica6’129, aunqueha fracasadoen algún

modelo experimental’30 Cefpiroma, una nueva cefalosporina de 4~

generaciónaúnno comercializadaennuestropaís, sehamostradoefectiva

en estudios preliminares experimentales de osteomielitis por

Pseudomonas131.De entre las quinolonas, la mayor eficacia parece

corresponderaciprofloxacino,seguidodepefloxacino’32’35;tambiénseha

utilizado ofloxacinot36’13’7. Si bien pareceser que no existe resistencia

microbianaextracromosómicaparaestosfármacos113,sí seha descrito la

apariciónde resistenciasduranteel tratamientode infeccionesgravespor P.

aeruginosa incluidasosteomielitis,tanto para ciprofloxacino’29’7~’38”39,

como para ofloxacinoí’t~~í42 y para otros antibacterianos’~’143.En un

reciente estudio multicéntrico español de bacteriemias por 1’.

aeruginosa1”’4, sedetectóapariciónde resistenciaduranteel tratamientoa
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diferentesfármacosen aproximadamenteun 10% de los pacientes.Por

estosmotivos, y a pesarde que seha intentadoutilizar monoterapiapara

minimizar los efectossecundarios,dadala largaduraciónde la terapéutica

en la infección osteoarticular,muchosautorespreconizanel tratamiento

combinadocon dos antimicrobianosque tengandiferente mecanismode

acción—inclusoaunquela cepaaisladasea sensiblea cadauno de ellos

individualmente—cuandoel agentecausal es P. aeruginosa, intentando

evitarestefenómenodeapariciónde resistencias.En estudioscomparativos

entre quinolonas y ceftazidima en infecciones por 1’. aeruginosa,

incluyendoosteomielitis,handemostradounaeficaciasimilar145”’t6.
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1.2.- MODELOS EXPERIMENTALES DE

OSTEOMIELITIS

Un diagnósticodifícil y un tratamientocomplejo,características

éstasde la osteomielitiscrónica,planteanla búsquedademodelosanimales

que permitan un adecuadoestudio del procesoy ensayosterapéuticos2.

Estoshandemostradosobradamentesueficacia1’7~18’14’7~1’t8(Tabla1.2.1).

El modelo ideal deberíareunir una seriede características:ser

semejantea la osteomielitis humana,reproducible,de bajo coste y de

cómodo manejo. Así mismo, sería de desearque los animales fueran

obtenibles fácilmente en grupos homogéneos y resistentes a los

tratamientosantibióticos.

Los másutilizadoshansido los modelosensayadosen conejos.

Es clásico el realizadopor Nordeny Kennedy’49en 1970, basadoen el

descritopor Schemany cols.150en 1941. La infección fue reproducible,y

los cambios histopatológicos y radiológicos fueron similares a los

observadosen el hombre;sin embargola tasade mortalidad,atribuidaa la

terapia antibiótica a largo plazo, fue elevada. Por este motivo, Zak y

cols.151en 1982 idearonun modelode osteomielitiscrónicaen ratas,que

son más resistentesal tratamiento antibiótico, de bajo coste y muy

manejables.Tantoenunocomoen otroanimal,la enfermedaddesarrollada

fue equiparablea la osteomielitiscrónicaporcontigtiidad.

En perros,los modelosde mayor interésson los de Deysiney

cols.152 y Fitzgerald’53. Ambos correspondena osteomielitis subaguda,

siendoel primero equiparableen suorigena la osteomielitishematógenay

el segundoa la osteomielitissubagudapor foco contiguo.Los modelosen
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perros tienen la ventaja de permitir desarrollarexperienciaquirúrgica;

ademásresistenbien los efectostóxicos de los antibióticos.En su contra

tienensuelevadocostey la dificultaden obtenergruposhomogéneos1’7.

Otros modelos han utilizado diferentes animales, como

pollosíM, cobayas’55,e inclusomonos’~.

Respectoa los microorganismosempleados,el máshabitualha

sidoel 5. aureus,siendomásescasoslos realizadoscon Gramnegativos;en

panicular con anaerobios,no se ha experimentadohasta fechas muy

recientes(Tabla 1.2.1). Hasta el desarrollodel nuestroen 198919, no se

habían descrito modelos en ratas con Gram negativos. Nosotros

desarrollamoséstecon ratas“Wistar”, utilizando comobaseel métodode

Zak, modificación a su vez del de Norden, y comprobamosel poder

patógenode E. coil yP. aeruginosa,asícomola evoluciónde las lesiones

anatomopatológicas.Concluimosqueel modelopodíaresultarválido para

realizar estudios de tratamiento antimicrobiano y comprobamos su

rentabilidad ensayandodiferentes terapéuticas:cefotaxima frente a E.

y piperacilina’59, imipenem80 y ceftazidimal&> frente a P.

aeruginosa.

Sin embargo,cuatro aspectosdeben hacer mirar con cierta

cautelalos modelosexperimentalesanimalesde osteomielitis35:

1.- Paraconseguirque el inóculo prenda,habitualmentees

necesariala utilización <le substanciasesclerosanteso procedimientos

quirúrgicos149”61.Sólo en fechas recientesse ha logradoun modelode

osteomielitisexperimentalsin agenteesclerosantet30,aunqueal utilizar un

taladroseproduceunaquemaduratérmicaquepuedeactuarcomotal.

2.- Los inóculosdebenseraltos.
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3.- Los secuestrospuedendesaparecerdeformaespontánea

duranteel tratamiento.

4.- La valoracióndel éxito puedehacersepor disminución

del númerode unidadesformadorasde colonias por gramode hueso,sin

lograrla definitivaesterilización.

Además,en ocasionesse ha comprobadofalta de correlación

entreel tratamientoexperimentaly su utilización en la clínica,mereciendo

la pena destacarel 91% de fracasoscon vancomicinaen el ensayode

Nordeny Shaffer’01,posteriormentecorroboradopor Henry y cols.85,o el

fracasoconceftazidimadescritopor Nelsony cols.130,situacionesqueson

diferentesenclínica humana.

También sehan utilizado estosmodelosanimalesparaestudiar

los nivelesde antimicrobianoen el foco de infección,por ser ésteun dato

de gran interésa la horade valorarla posibleeficaciaterapéutica’0.Desde

susprimeros trabajosen la décadade los 70, Norden complementalos

ensayosterapéuticoscon el estudiode las concentracionesde antibióticos

enel tejidoóseoI~>«í62íM.Debediferenciarseel huesosanodel enfermo,y,

si es posible, la cortical de la esponjosa.Tambiénla técnica empleada,

fundamentalmenteel procedimiento microbiológico y la cromatografía

líquida de alta presión, dará mayor o menor fiabilidad; ambas tienen

ventajase inconvenientes.Así, a favor de la cromatografíaestaríaquees

másprecisa,pero a favor del métodomicrobiológicosepuedeinvocarque

mide el nivel en función de la efectividad real del fármaco, incluyendo

posiblesmetabolitosactivos10.Así mismoesderesaltarquedebeintentarse

siemprela descontaminaciónsanguíneade la muestra,para evitar niveles

falsamenteelevados.
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Por otra parte, estos modeloshan sido igualmenteempleados

paraensayarotrasterapéuticasnoantimicrobianasquepuedanayudarenel

tratamientodel proceso.Esteesel casodel estudiode Dekel y Francis165,

que plantearon la administración de antiinflamatorios como terapia

adyuvanteal tratamientoantibiótico, por su capacidadparadisminuir los

nivelesdeprostaglandinasenel foco óseo,lo cual puededisminuira suvez

la destruccióndel huesoenfermoy favorecerunamásrápidacuración.
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1.3.- FOSFOMICINÁ

1.3.1.-GENERALIDADES

deamplio

La fosfomicinaesun antibióticonatural,de acciónbactericiday

espectro.

Fue aislada en 1966 de una cepa de Streptomycesfradiae,

obtenida de una muestra de suelo de la provincia de Alicante, y

posteriormente de Streptomycesviridochromogenes y Streptomyces

wedmorensis.Inicialmentela fosfomicinafue conocidacon el nombrede

fosfonomicinat70.

Es el ácido 1,2-epoxipropilfosfónico, derivado del ácido

propiónico;no estárelacionadoconotrosantibióticos171(Fig. 1.3.1).

eH

Nc

4 o
H3C P03H2

Fig. 1.3.1: Estructurade la fosfomicina.
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La molécula de fosfomicina presenta unas características

peculiares,comoesel estarformadapor un grupoepóxidoal quese uneun

grupo fosfórico cargado negativamentey que es determinantepara su

acciónantibacteriana.Además,el átomodefósforoestádirectamenteunido

al átomodecarbono,sin puenteintermediodeoxígenocomoeshabitualen

los compuestosorgánicosfosforados171.

Tieneun pesomolecularqueescasiel menordeentretodoslos

antimicrobianos(138’ 1), pues sólo la cicloserina, la isoniacida y la

flucitosinalo tienenmásbajo172”73.

Las sales disódica y cálcica, que se utilizan en clínica vía

parenteraly oral respectivamente,seobtienensubstituyendolos dosátomos

dehidrógenodel radicalfosfóricopor otrostantosdesodio y unodecalcio.

La sal de trometamol, recientementecomercializadapara uso oral, se

obtiene agregandoal radical fosfórico una moléculade trometamina.La

trometamina(tris-hidroximetil-aminometano)es un tampón sintéticopara

usoacortoplazo’74;da lugaraqueel pesomolecularde la fosfomicinacasi

seduplique,sin contribuirni interferirconsuacciónantibacteriana21.

Consideradoen generalcomounantibióticodesegundoorden20,

con frecuencia no es citado en los textos cuando se habla de

antimicrobianos,especialmenteen aquellosde influenciaanglosajona.Su

escasautilización se puede comprobarobservandocomo ni siquierase

mencionacomo grupo o fármaco independienteen estudiosestadísticos

españoles175’176.Sin embargoestáadmitida su indicaciónen infecciones

graves por microorganismossensibles—sepsis,endocarditis,infecciones

osteoarticulares,etc.—, como alternativaa otros antibióticos2tlfl. Otras

indicaciones de la fosfomicina incluyen infecciones urinarias—única

indicación admitida para fosfomicina trometamol y en dosis única—,
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intestinales,genitales,broncopulmonares,oculares,cutáneasy de tejidos

blandos, otorrmnofaringolaringológicas,meningitis, peritonitis, empiema

pleura]y fiebre tifoidea21.Tambiénha sidoutilizadaconéxito enpacientes

confibrosis quística”78.Porvíaoral, tan sólo seadmiteactualmentesu uso

parainfeccionesurinariasno complicadas,intestinales,y de la piel y tejidos

blandos22~171~179.

Actúa impidiendola formaciónde la paredcelular,por bloqueo

de la síntesis de los precursoresdel peptidoglicano.Tiene un efecto

bactericidarápido sobrelascélulasbacterianassensiblesqueseencuentren

enfasedecrecimiento~.

Sus efectossecundariosson escasosy de poca gravedad.La

DL~ en el ratón(vía intraperitoneal)esde 4 g.Ikg. parala sal sódicay de

20 g./kg. parala cálcica1~.Puede,ocasionalmentey por víaoral, producir

hecesblandas,diarrea, náuseas,vómitos y sensaciónde quemazónanal.

Conla administraciónde2gramospor díarepartidosen4 dosis,durante28

días, en perros, tan sólo se demostróla apariciónde una disbacteriosis

intestinal que se recuperótotalmentea las dos semanasde finalizado el

tratamiento21.

También se han descritoeosinofilia, trombocitosisy discretas

elevaciones de transandnasas.Puede favorecer la aparición de

hipernatremiao hipokaliemiaenperfusiónintravenosa171.

Desdeel punto de vista de las alergias,no estándescritasni

anafilaxia ni hipersensibilidadgrave, aunquesehan comunicadoalgunos

casos de ligero exantemao urticaria que generalmenteno obligaron a

suspenderel tratamiento21.
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Carece de acción teratógena para el conejo y el ratón,

considerándoseun fármacoseguroen la lactanciay probablementeen el

embarazo~’179.

La administraciónparenteralesdolorosavía im, por lo que el

solvente se preparacon xilocaína; en algunosenfermos se ha descrito

induraciónen el sitio de la inyección.Porvía iv puedeproducirflebitis, por

lo que se aconsejasu administracióndiluida, discontinualenta o bien

medianteperfusióncontinua21.

1.3.2.- FARMACOCINETJCA

La sal cálcicade fosfomicina,administradapor vía oral, resulta

parcialmenteinactivadapor el jugo gástrico, presentandouna absorción

incompleta(20-30%),con unabiodisponibilidaddel 20 al 30% de la dosis

administrada21’~.Las concentracionessanguíneasmáximasse alcanzana

las 2-4 horas,dependiendode la dosis(Tabla 1.3.1). Conadministraciones

sucesivas,se observa un efecto acumulativo, lográndose un nivel

plasmáticocontinuode 6-8 mcg./ml. apartir de la cuartatomade unadosis

de 500 mg. cada6 horas21.Estos nivelesrelativamentebajos son la causa

de que su uso tenga unas indicaciones limitadas171. La fosfomicina

trometamoles muchomejor absorbidapor vía oral que la sal cálcica(50-

60%),deformaquesu biodisponibilidadalcanzacifras próximasal 60%de

la dosisadministrada21.Su cinéticade absorciónoral esdosisdependiente

(Tabla 1.3.1).Con la administracióncontinuadade 2 gramoscada12 horas

selogra un nivel mantenidode24mcg./ml.24

La fosfomicina disódica por vía intramuscular tiene una

absorciónrápida,con concentracionesmáximasal cabode unahora, pero
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los nivelesque se alcanzanson casi la mitad que los conseguidosvía

intravenosa21(Tabla 1.3.11). Con dosificacionessucesivasde un gramo

administradocada6 horaspor vía im, se logran picosde 30 a40 mcg./ml.

La infusióncontinuaiv de 500mg. a la horaproduceun nivel constantede

60 mcg./ml. La administraciónde 4 gramoscada6 horas iv proporciona

concentracionesmáximasdehasta253 mcg./ml.2’

La hemividade la fosfomicinaesde2 horas.No seconjugacon

las proteínasplasmáticas.Su volumen de distribución aparenteesde 20 a

22 1.11‘73 m2 de superficiecorporal’72. Estos datos sugierenuna buena

difusión al líquido intersticial e intracelular, con buena penetraciónen

tejidos20.Efectivamante,sealcanzanaltasconcentracionesenorina,esputo,

linfa, líquidosorgánicos(pleural, peritoneal,pericárdico,sinovial), humor

acuoso,pulmón, riñón y hueso21.Atraviesala barrerahematoencefálica,

siguiendoun curso bastanteparalelocon el de los nivelesplasmáticos,

aunquelos nivelesmáximosenLCR sealcanzanunahoramástardequeen

sangre”~0.

Lafosfomicinano esmetabolizadaenel organismo,y seelimina

fundamentalmentepor la orinay lasheces.Existeunarecirculacióno ciclo

enterohepáticotras la administración del antibiótico, tanto por vía

parenteralcomopor vía oral. La eliminaciónrenal seefectúapor filtración

glomerular,sinquehayasecreciónni reabsorcióntubular21.

1.3.3.- ACTIVIDAD ANTIMJCROBIANA

La fosfomicinaesun antibióticodeamplioespectro,queincluye

cocosGrampositivosy Gramnegativos,y bacilosGramnegativosaerobios

y facultativos,incluidaPseudomonasaeruginosat81.
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Su mecanismode acciónsebasaen la inhibición de la síntesis

de la pared celular, actuandoen la primera etapade la biosíntesisdel

peptidoglicano.Compitecon el fosfoenolpimvato,por analogíaestructural,

por la enzima uridíndifosfo-N-acetilglucosainina-3-fosfoenolpiruvato

transferasa,uniéndosea ella de forma irreversible; esta enzima es la

encargadade la incorporacióndel fosfoenolpiruvatoa la uridíndifosfo-N-

acetilgiucosamina, para originar el ácido uridíndífosfo-N-

acetilmurámico79.

Tiene un efectobactericidarápido sobrelas célulasbacterianas

sensiblesqueseencuentrenenfasede crecimiento23.

Penetra en la célula bacteriana mediante dos sistemas de

transporteactivo: el sistema L-alfa-glicerolfosfato, constitutivo en las

bacteriassensiblesa la fosfomicina, y el sistemahexosa-fosfato,que se

observaen algunasespeciesbacterianastrassu inducciónpor unahexosa-

fosfato, y particularmentepor la D-glucosa-6-fosfato.Por estemotivo, en

los mediosde cultivo y/o en los discosde fosfomicinaparaantibiograma,

se sueleañadirglucosa-6-fosfato’79.Además,seconsideraquela actividad

determinada“in vitro” en presenciade glucosa-6-fosfato,esla querefleja

mejor la actividadantibacterianaobtenida“in vivo~’171~182~

Por otra parte, estádemostradasu penetraciónen las células

fagocitarias,donde alcanzaconcentracioneselevadas,presentandouna

actividadintracelularpróximaa la de la rifampicina171”83.Estapenetración

no altera la capacidadde ingestión y destruccióndel las mencionadas

células,enestudios“in vitro”l~’tlSS.

En un grupode estudiointernacionalparala estandarizaciónde

la sensibilidada la fosfomicinat82,seestablecieronen 1983 dos puntosde
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corte (“break points”): 16 y 64 mcgiml. Así, seconsideransensibleslas

cepas ante las que fosfomicina presenta una CMI = 16 mcg./ml.;

moderadamentesensibles,CMI entre32 y 64 mcg./ml.; resistentes,CMI =

128 mcg./ml. Estos datos se establecieronpara el supuestode que la

sensibilidadse estudiaracon discosconteniendo50 mcg. defosfomicinay

50 mcg. de glucosa-6-fosfato,en presenciade25 mg. deglucosa-6-fosfato

en el mediodecultivo (agarMílíler-Hinton).

Muestra en general una mayor efectividad frente a bacterias

Gram positivasque Grain negativas.La actividad que presentafrente a

estafilococos, incluyendo habitualmente cepas productoras de

betalactamasasy a menudo cepas resistentes a meticilina23, es

independientede su respuestaa penicilinasy cefalosporinas.Tambiénes

activa,aunqueen menorgrado,frenteaneumococosy estreptococos,con

alto gradode resistenciaentreenterococos21’1~.

Entre los Gramnegativos,tiene buenaactividadfrentea E. coli,

Salmonella, Shigu ella, Yersinia, Vibrio, Aeromonas, Neisseria y

Haemophilus.Cerca del 50% de las cepasde Klebsíella, Enterobacter,

Proteusy 1’. aeruginosason sensibles23.Tambiénpresentaactividadfrente

acepasdeBordetella,Pasteurellamultocida,Serranay Citrobacter21.

Por lo que respecta a los anaerobios,es inactiva frente a

Bacteroidesspp.y activafrentea casi todaslasdemásbacterias2123.

Pseudomonasaeruginosatiene una sensibilidada fosfomicina

que varía enormementeentre unos y otros hospitalesy entre diferentes

~ Así, podemos encontrar descrita una CMI
9o de 14’4

mcg./ml.
1’7’ o entre32 y 64 mcg./ml.’81;una CMIóy de 64 mcg./ml.’82 o

unaCM1
50de 32 mcg./ml. conunaCMI% de 256mcg./ml.~.
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Presentaacciónsinérgicacon betalactámicos,aminoglucósidos,

cloranfenicol, tetraciclinas,eritromicina,cotrimoxazol y quinolonas2’,189

El tratamiento combinado con aminoglucósidos,ademásde producir

sinergismo,disminuyela nefrotoxicidaddeéstos179’1~.

Sobre estafi1ococos24~191-1~4tiene acción sinérgica con

aminoglucósidos,cloxacilina, cefalosporinas,vancomicina,rifampicina y

quinolonas. SobreSERM, se ha comprobadosinergismocon amikacina,

cloxacilina, rifampicina y vancomicina’93. Frente a enterobacterias

multirresistentes, se ha observado con modernos betalactámicos

(cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima y aztreonam)191.En particular la

asociaciónde cefotaxima y fosfomicina ha demostradoser altamente

sinérgica,tanto “in vitro” como“in vivo~~, frenteaestafilococos,incluidos

SARM, y enterobacteriasl91SI~.

Respectoa la acciónsinérgicacon los betalactámicos,en 1986

secomprobóquela agregacióndefosfomicina,en unaconcentraciónigual

a 1/4 de la CMI, a un cultivo de SARM, redujo considerablementela

cantidadde ciertasPBP, y especialmentede la PBP característicade las

cepasresistentesa meticilina; la tasade las PBPquesonblancoesencialde

los betalactúmicos,disminuyómuy poco. Fosfomicinapor tanto restituiría

suactividada los betalactámicosasociados1~.

La asociacióncon rifampicinano seconsiderarecomendablepor

la altatasademutacionesobservadaconlos dos antimicrobianos171.

SobrePseudomonasaeruginosa24”89”92”~”98’19& tieneacción

sinérgica con aininoglucósidos,ureidopenicilinas,cefalosporinasde Y

generación,imipenem,carbenicilina,aztreonamy quinolonasfluoradas.

No sedisponededatosacercadel posibleefectopostantibiótico

de fosfomicina200, aunque estudios que se están llevando a cabo
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actualmenteen nuestro Departamentode Microbiología (comunicación

personal),parecenindicar un moderadoEPA de fosfomicina frente a E.

coli.

Con respectoa la resistenciaa fosfomicina,en casi todas las

poblaciones bacterianas susceptibles existen mutantes espontáneos

resistentesen un solo escalóna esteantibiótico, con unafrecuenciaalta

(1/104 a 1/106). Esta resistenciaes debida a la incapacidad de la

fosfomicina para penetraren la célula bacteriana,por carenciade los

sistemasde transportedel L-alfa-glicerolfosfatoy la D-glucosa-6-fosfato.

Estosmutantessonmetabólicamentedefectivosy ostentanunadisminución

o pérdidade suvirulencia,al menosen infeccionesexperimentales21”71.

Además de esta resistencia natural, existe otra adquirida,

igualmentepor alteracióndel transportey posiblementecromosómica,por

la cual cepas originalmente sensiblesadquieren,en el enfermo en

tratamiento,niveles de resistencia16 a 256 vecessuperiores,sin que se

puedanconsiderarmutantesdefectivos,ya que sedesarrollancon idénticas

característicasquelasestirpesoriginalesy mantienensu virulencia, puesse

aislan en casos de recaídaso fracasosterapéuticos21.Esta resistencia

adquirida se ha visto con mayor frecuencia en tratamientos con

monoterapia171,por lo que cuando se emplea fosfomicina frente a

microorganismosquedesarrollanresistenciacon relativafrecuencia,como

1’. aeruginosal43’I~U, está indicado su uso en asociación con otros

antimicrobianos171’181.La resistencia aparecida en tratamientos con

fosfomicina,ha sido descritacon diferentesmicroorganismos,incluida P.

aeruginosa2520t2O3~

Tambiénseha comunicadola resistenciadebidaapérdidade la

afinidad de la enzima uridíndifosfo-N-acetilglucosamina-3-
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fosfoenolpiruvato-transferasa24’204,queesasícapazdediscriminarentreel

ácido fosfoenolpirúvicoy la fosfomicina.Este mecanismoes tambiénde

origencromosómico.

Respectoa la resistenciaextracromosómica,gobernadapor

plásmidos, igualmente ha sido descrita1~’205. Recientementeha sido

purificada la enzimafosfomicina-glutation-S-transferasa,que cataliza la

formación de un complejo fosfomicina-glutation, el cual carece de

actividadantibacteriana.El genresponsablede la síntesisde estaenzimase

localiza en un trasposón. Se ha detectadoen cepas ambientales y

hospitalarias204.

La fosfomicina no poseeresistenciacruzadacon ningún otro

antibióticoo quimioterápico21’171.

Con el pasodel tiempo, el perfil de sensibilidada fosfomicina

no parecehaberdisminuidodeforma importante171.Frenteaestafilococos,

en un estudiorecientesecomprobóincluso unadisminucióndel nivel de

resistencia,en panicularcon Staphylococcuscoagulasanegativos,mientras

que5. aureussemantuvobastanteestable14.Conrespectoa 1>. aeruginosa,

hay pocosestudiosdondeseestudiesu sensibilidada fosfomicina,pero en

un trabajopublicadoen 1986’~ se informóquela sensibilidaddesde1973

a 1984sólodisminuyódesdeun 71%hastaun69%.

1.3.4.-FOSFOMICINA EN LA OSTEOMIELiTIS

En osteomielitisexperimentaltan sólo hemosencontradodos

estudiosrealizadoscon fosfomicina. Olay y cols.26en 1983 inocularonS.

aureus a 40 conejos utilizando el método descrito por Norden y

Kennedy149.Los animalesfuerontratadoscon cefazolinay/o fosfomicina.
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Posteriormente,Guerrero25,empleandoel mismo método y tambiéncon

conejos,realizóunestudioutilizandoE. coli comoagentecausal,y tratando

posteriormentea los animalesconfosfomicinaen monoterapia.

No sehautilizadofosfomicinaenosteomielitisexperimentalpor

Pseudomonasaeruginosas,ni en modelos diferentesdel de Norden y

Kennedy149enel conejo,hastanuestrotrabajo.

En clínica humana, no son muy abundanteslos estudios

publicadossobre el uso de fosfomicina en la osteomielitis.En generalse

trata de enfermedadcrónica, aunquehay alguna comunicación sobre

osteomielitis aguda hematógenatratada satisfactoriamentecon este

antibiótico2~. También hay un trabajo de Hernández207,que la utiliza

profilácticamenteen fracturas óseasu operacionestraumatológicas,con

excelentesresultados.

Porotro lado, el microorganismomáshabitualmenteimplicado

en la osteomielitistratadaconfosfomicinahasidoS. aureus,siendoescaso

el usodeesteantimicrobianofrentea otrasbacterias.

Fernández-Valenciay cols.202 trataron 37 enfermos con

monoterapia,lograndoun 78% de curaciones.En el 90% de los casosse

aislóS. aureus,sóloo asociadoa otros microorganismos.

Guggenbichler y cols.2~ informaron de 30 niños con

osteomielitisagudahematógenatratadossatisfactoriamente(29 curaciones)

con fosfomicina y otros antimicrobianosen combinación.Del total de

casos,no seaisló el microorganismocausalen el 43’4%, y en un 40% el

aislamientocorrespondióaS. aureus.

Roth y cols.208, Potel y cols.20& Guerrero25 y MeiBner y

cols.210, trataron también infecciones osteoarticularesde diferentes

etiologíascon fosfomicina sola o en combinación.Obtuvieron un 78%,
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54%, 85% y 73’5% de curaciones,respectivamente.Los aislamientos

estatilocócicos respecto al tota] de microorganismos encontrados,

correspondieronal 31’5%, 92’3%, 74% y 61%, respectivamente.En

generallos efectossecundariosfueronescasosy poco importantes.Sóloen

uno de estostrabajos2~seincluyó una serieimportantede agentesGram

negativos,obteniendoresultadostan buenoso incluso mejoresque los

demásautores.

En resumen,se puede afirmar que fosfomicina ha resultado

eficaz en el tratamiento de osteomielitis, especialmentefrente a

estafilococos,aunqueseha utilizado relativamentepoco,sobre todo en lo

quese refierea los Gramnegativos.
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Tabla 1.3.1: Concentraciónséricamáxima (mcg.Iml.) tras una

soladosisoral de t’osfomicina21.

Tabla 1.3.11: Concentraciónséricamáxima (mcgJml.)tras una

soladosisparenteral de fosfoniicina21.

DOSIS FOSFOMICINAL FOSFOMICINA

CALCICA TROMETAMOL

0’5 g. 3’S (alas2 h.) 4’1 (a las 2-3 h.)
1 g. 5’2 (a las2 h.) 10’9 (a las2-3 h.)

2g. 7’1(alas4h.) 20’9(alas2-3h.)

3 g. 33’1 (a las2-3 h.)

DOSIS INTRAMUSCULAR INTRAVENOSA

O’25g. 8’7 12’6a18

O’Sg. 17’] 31’5
1 g. 28’4 44’4a58’6

2g. 45’5 78’4a93’2
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2.- OBJETIVOS
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Desarrollarun modeloexperimentaldeosteomielitiscrónica

en la rata,por Pseudomonasaeruginosa,comprobandosu validezmediante

estudiosmicrobiológicosehistopatológicos.

2.- Estudiar la eficaciaterapéuticade fosfomicinaen el modelo

desarrollado.

3.- Compararla eficaciaterapéuticade pautascortasy largasde

tratamiento(14 y 28 díasrespectivamente).

4.- Estudiar las concentracionesóseas de fosfomicina en el

modelodesarrollado,tantoenhuesosanocomoenfermo.

5.- Estudiarla farmacocinéticaséricade fosfomicinaen la rata,

objetodel modeloexperimental.
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3.-MATERIAL YMETODOS

-49-



3.1.- MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS

PORPSEUDOMONAS AERUGINOSA

3.1.1.-MATERIAL

ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Un lote de 30 ratas “Wistar” adultas,machos,subdividido en

cuatro gruposde 7-8 animales.Un lote accesoriode 16 ratassimilares,

subdivididoen dosgruposde8 animales.

Ambos loteshomogéneosenedady peso,conun pesomediode

350g.

MICROORGANISMO

Pseudomonasaeruginosaobtenidade un aislamientoclínico del

Hospital Militar CentralGómezUlla (Madrid). HGU-2.

Inóculo: 108 ufc./0’05 ml., calculado según la escala de

MacFarland.

SUBSTANCIA ESCLEROSANTE

Sulfato de bario estéril, diluido al 10% en suero fisiológico

(Solucióndeclorurosódicoal O’9%).

MEDICACION ANESTESICA

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

- Anestesia: Tiopentalsódico(Pentotalsódico®,Abbot).

Eteranestésico(éteretílico).

- Material deadministracióndemedicaciónhabitual.
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- Campanadeéter.

MATERIAL DE PREPARACIONDE CAMPO QUIRURGICO

- Máquinadeafeitar:“ProfessionalAnimal GroomingModel A-

5 with detachableblade feature. Oster Divission of SunbeamCorp.

Milwaukee,Wisconsin”.

- Alcohol de 700.

- Material habitualparalimpiezade campoquirúrgico.

mascarillas,

MATERIAL DE CIRUGíA (Fig. 3.1.1)

- Material habitualparamantenercondicionesestériles:guantes,

batas,paños,apósitos,etc.

Material quirúrgicohabitual:pinzas,tijeras,etc.

Bisturí y hojas desechables:“Sterilklinge BB-51 1’, y “BB-

522”.

- Bisturí desechable:“Sabresterilesingleusescalpelsshape20”.

- Sedade suturadel n0 0, 1 ó 2, conagujasdesechables.

- Ceraestérilósea.

- Micromotor: “Max Delux Universal AC/DC”. Adaptador

“MM-210”.

- “Drilí”. Mini-PerceuseMaxicraft “T/M” max: 14.500.“Maxi-

serrage”:2’5 mm.

- Fresas“Maxicraft”. Fresasde acero redondasde 1 mm. de

diámetro.

MATERIAL DE SACRIFICIO Y

PREPARACIONDE MUESTRAS

- Tiopentalsódico(Pentotalsódico®,Abbot).

OBTENCION y
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- Material quirúrgicohabitual.

- Material de laboratoriohabitual(Recogidademuestras).

- Morterodeaceroinoxidable(Trituradoóseo).

- CaldodeMillíer-Hinton.

- Formaldehídoal 10%.

3.1.2.-METODO

ANIMALES

Parainoculaciónde Pseudomonasaerugínosaseutiliza sólo el

lote de30 ratas.

MICROORGANISMO

El bacilo semantiene en incubación la nocheanterior al día de la

inoculaciónenestufaa 370C, en agarMOfler-Hinton. Sepreparael inóculo

el mismodíadesu utilización,comparandola densidadópticaconla escala

de MacFarland,paraobtenerunaconcentraciónbacterianaaproximadade

108 ufc./0’05 ml.

PREANESTESIAY ANESTESIA (Figs.3.1.11 y 3.1.111)

- Preanestesia:Se administraa los animales30 minutosantesde

la anestesia,clorpromacinavía intramuscular.Dosis: 0’7-0’9 cc. (3’5-4’5

mg.)

- Anestesia: La anestesiase realiza con tiopental sódico vía

intraperitoneal; dosis: 50 mga’kg. de peso. Para su administración se

preparaunadilución 1/60deun vial de 1 cc., conteniendo1 g. de tiopental

sódico, con aguadestilada;la nuevapreparacióncontiene l6’6 mg./cc. Si
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no fuese suficiente la anestesiacon tiopental sódico, se administrapor

inhalación éter etiico, mediante campana de plástico que contiene

algodonesempapadosen estasubstancia,aproximándosea la cabezadel

animal,parafacilitar surespiración.

TECNICA DE INOCULACION (Figs. 3.1.1V, 3.1.V, 3.1.VI y

3. l.VII)

Se afeitala patatraseraizquierday selimpia conalcohol de 700.

A continuaciónse coloca el animal en un campo quirúrgico estéril. La

técnicaquirúrgica debehacersecon la máxima asepsia.Se practicauna

incisión longitudinal medial, en bloque, en el tercio superiorde la tibia

(tuberosidad), hasta la cresta tibial, rechazando planos musculares,

aponeurosisy periostio. Se taladraen la cara interna metafisiariacon un

microtaladro(“dril!”), con brocade 1 mm., atravesandola cortical óseay

alcanzandola cavidadmedular.Tras retirar la broca, seinsertaen el canal

asíprovocadounaagujadeO’8 mm. hastala cavidadmedular.Se inyectan

O’O5 cc. de la solución de sulfato de bario estéril al 10% como agente

esclerosantey, a continuación y sin retirar la aguja, 0’05 cc. de la

suspensiónbacteriana.Una vez inyectadoel inóculo, seadministrapor la

mismaagujaO’05 cedesolución salinaestéril,paragarantizarla entradade

los anterioreselementos.Posteriormentese retira la aguja, se obtura la

cavidad con cera estéril para prevenir el “desbordamiento”del material

introducido, y secierra la heridaen un solo planocon seda. El animal se

devuelvea sujaula.

OHTENCIONY PROCESAMIENTODE MUESTRAS

A los 7, 14, 28 y 56 días tras la inoculación,se sacrifica un

grupo de ratas, utilizando una sobredosis de tiopental sódico
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intraperitoneal.Se desarticulany aíslan las tibias inoculadas,y se lavan

externamentecon alcohol de 700. Un tercio de las muestrasse introducen

en recipientesindividualesconformaldehídoal 10% parasu procesamiento

histopatológico.El 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 Mtiller-Hinton, para su

transportea 4”C y posteriorestudiomicrobiológico.

- Procesamientohistopatológico: Las muestras obtenidas,

previamentefijadas en formaldehídoal 10%, son decalcificadascon ácido

nítrico al 7%. Posteriormentese procesan según método habitual de

inclusión en parafina (paraplast). Se realizan diversas tinciones:

hematoxilina-eosina,reticulinade Wilder, PAS y tricrómico de Masson.

- Procesamientomicrobiológico:A partir de la solucióndetibias

trituradasse realizan diluciones seriadasen suero fisiológico. Se toman

O’025 ml. de la solución original y de cadauna de las dilucionescon

micropipeta, y se siembraen placasde Petri con agarMtiller-Hinton. Se

incubanlasplacasdurante24horas,a370C enestufadecultivo. Finalmente

se procedea la lectura de las placas con recuentode colonias y a la

identificacióndel microorganismopor técnicashabituales.

LOTES ACCESORIOS

En un grupo accesoriode 8 ratas,se provocan lesionespor el

microtaladro,sin inoculaciónalguna,sacrificándoseen gruposde dos para

estudiohistopatológico,a las24 horasy a los 3, 7 y 14 días.

En el otro grupoaccesorio,asimismode 8animales,seprovocan

lesionespor el microtaladroy se inyectala substanciaesclerosante(sulfato
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de bario estéril al 10% en suerofisiológico), sacrificándoseen gruposde

dosparaestudiohistopatológico,a las 24 horasy a los 3, 7 y 14 días.

ANALISIS ESTADíSTICO

Se utiliza el programadeordenadorestándarStatview®,versión

4.0, paraMacintosh.

Los datos cuantitativos se presentan, además de

individualmente,en forma demediaaritmética±errorestándarde la media,

paracadagrupodeanimales.

Parael estudiode los datoscuantitativos,serealizaanálisisde la

varianza utilizando la prueba de la F de Snédecor,para valorar la

homogeneidado heterogeneidadde las muestras.Posteriormente,si se

compruebala heterogeneidadde la muestraglobal, secomparanlos grupos

dos a dos, a travésde susmedias,utilizando la pruebade la t de Student

paramuestrasno pareadas.

Se calcula el coeficiente de variación de cadagrupo de la

muestratotal. Si éstesuperael 33’3%, indicaqueexisteunaaltadispersion.

En estecaso,y por tratarsede muestraspequeñas,se consideranecesario

corroborarlos resultadosestadísticosmediantepruebasno paramétricas2tt:

Se aplica el test de Kruskal-Wallis para valorar la homogeneidado

heterogeneidadde las muestras,y el test de la U de Mann-Whitneypara

compararlos gruposdosa dos.

En todos los casos, se considera que los resultados son

estadísticamentesignificativos cuando la probabilidad de que las

diferenciasencontradassedebanal azaresmenordel 5% (pc 0’05)21 1
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3.2.- MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS

POR PSEUDOMONÁSÁERUGINOSA. TRATAMIENTO

CONFOSEOMICINA

3.2.1.-MATERIAL

ANIMAL DE EXPERIMENTACION

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

tres grupos.El lote eshomogéneoen edady peso,con un pesomediode

275g.

MICROORGANISMO

Pseudomonasaeruginosaobtenida de un aislamientoclínico

óseodel Hospital Militar CentralGómezUlla (Madrid). l-IGU- 1.

La cepa es sensible a ceftazidima, piperacilina, imipenem,

ciprofloxacino. gentamicina, amikacina y fosfomicina; resistente a

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

Inóculo: 108 ufc/0’05 ml., calculado según la escala de

MacFarland.

ANTIMICROBIANO

Fosfomicina(Fosfocina®,CEPA).

RESTODE MATERIAL

El referido en el modelo experimentalde osteomielitis(Punto

3.1.1).
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3.2.2.-METODO

CREACJONDE OSTEOMIELITIS

Métododescritoanteriormente(Punto3.1.2).

DETERMINACION DE LAS CMIs

Se realizaron,previay posteriormenteal tratamientoantibiótico,

por los métodoshabitualesempleadosennuestrodepartamento.

TRATAMIENTO

Seestablecentresgruposdeanimales:

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

Los animales se sacrifican 15 días despuésde provocar la

infeccion.

- Grupo2: Tratamientocorto. 14 ratas.

Se inicia el tratamientoa los 14 díasde provocar la infección y

semantienedurante14 días.

Los animales se sacrifican 28 días despuésde finalizar el

tratamiento(56 díasdespuésdela inoculación).

- Grupo3: Tratamientolargo. 14 ratas.

Se inicia el tratamientoa los 14 díasde provocarla infeccióny

semantienedurante28 días.

Los animales se sacrifican 28 días despuésde finalizar el

tratamiento(70 díasdespuésde la inoculación).

DOSISDE ANTIMICROBIANO

La dosisdefosfomicinafue de200 mg./12h. , administradapor

víasubcutánea.

-61-



Secalculaa partirde unadosisestándaren osteomielitishumana

del adulto, establecidaen mg./kg. de peso/día.Esta cantidad se corrige

multiplicando por 6 (factor de correcciónpeso/superficie)212’213.Así se

obtienela dosisen mg./kg.de peso/díaen la rata.

OBTENCION Y PROCESAMIENTODE MUESTRAS

El sacrificio de los animales se realiza administrando una

sobredosisde tiopental sódico intraperitoneal, diluido al 1/60 (16’6

mg./cc.). Se desarticulan y aíslan las tibias inoculadas, y se lavan

externamentecon alcohol de 700. Las muestrasdestinadasa estudio

histopatológico,cuatrode cadagrupo,sefijan conformaldehídoal 10%. El

restode las tibias sepesany posteriormentesepulverizanenmorteroestéril

deaceroinoxidable,diluyendoel trituradoen5 cc. decaldoMtiller-Hinton,

parasuprocesamientomicrobiológico.

- Procesamientohistopatológico: Las muestras obtenidas,

previamentefijadasen formaldehídoal 10%, son decalcificadascon ácido

nítrico al 7%. Posteriormentese procesansegún método habitual de

inclusión en parafina (paraplast). Se realizan diversas tinciones:

hematoxilina-eosina,reticulinadeWilder, PAS y tricrómicodeMasson.

- Procesamientomicrobiológico:A partir de la soluciónde tibias

trituradas se realizan diluciones seriadasen suero fisiológico. Se toman

0’025 ml. de la solución original y de cadauna de las dilucionescon

micropipeta,y se siembraen placasde Petri con agar Múller-Hinton. Se

incubanlasplacasdurante24 horas,a 370Cenestufadecultivo. Finalmente

se procedea la lectura de las placascon recuentode colonias y a la

identificacióndel microorganismopor técnicashabituales.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliza el programadeordenadorestAndarStatview®,versión

4.0, paraMacintosh.

Los datos cuantitativos se presentan, además de

individualmente,en formademediaaritmética±errorestándarde la media,

paracadagrupodeanimales.

Parael estudiode los datoscuantitativos,serealizaanálisisde la

varianza utilizando la prueba de la F de Snédecor, para valorar la

homogeneidado heterogeneidadde las muestras.Posteriormente,si se

compruebala heterogeneidadde la muestraglobal, secomparanlos grupos

dos a dos,a travésde susmedias,utilizando la pruebade la t de Student

paramuestrasno pareadas.

Se calcula el coeficiente de variación de cada grupo de la

muestratotal. Si éstesuperael 33’3%, indicaqueexisteunaaltadispersión.

En estecaso,y por tratarsede muestraspequeñas,se consideranecesario

corroborarlos resultadosestadísticosmediantepruebasno paramétricas211•

Se aplica el test de Kruskal-Wallis para valorar la homogeneidado

heterogeneidadde las muestras,y el test de la U de Mann-Whitneypara

compararlos gruposdosa dos.

En todos los casos, se considera que los resultados son

estadísticamentesignificativos cuando la probabilidad de que las

diferenciasencontradassedebanal azaresmenordel 5% (p c 0’05)21 1
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3.3.- MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS

POR PSEUDOMONAS AERUGINOSÁ. NIVELES

OSEOSDE FOSFOMICINA

3.3.1.-MATERIAL

ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Un lote de 8 ratas“Wistar” adultas,machos,subdivididoendos

grupos.El lote eshomogéneoenedady peso,conun pesomediode350g.

MICROORGANISMO

Pseudomonasaeruginosaobtenidade un aislamientoclínico del

Hospital Militar CentralGómezUlla (Madrid). HGU-l.

ANTIMICROBIANO

Fosfomicina(Fosfocina®,CEPA).

MATERIAL PARA LA PREPARACIONDE MUESTRAS

- Nieve carbonica.

- Congeladorconvencionalconcapacidadpara-200C.

- Centrífuga:“IEC CENTRA-7RRefrigeratedCentrifuge.Máx.:

6.000rpm.”

- Soluciónamortiguadora:THAM (Buffer TRIS) pH 8, O’05 M.

cuyacomposiciónes: -Trishidroximetil-aminometano,6’052 g.

- Agua,csp. 11.

- Acido clorhídricocsp. ajustarel pH a8.
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RESTODE MATERIAL

El referido en el modeloexperimentalde osteomielitis (Punto

3.1.1).

3.3.2.-METODO

CREACIONDE OSTEOMIELITIS

Métododescritoanteriormente(Punto3.1.2).

TRATAMIENTO

Seestablecendosgruposdeanimales:

- Grupo A: Tratamientoiniciado a los 14 díasde provocarla

mantenidodurante7 días.

Los animalessesacrifican5 minutosantesde la última dosis(4

- Grupo B: Tratamientoiniciado a los 14 díasde provocar la

mantenidodurante7 días.

Los animalesse sacrifican 1 h. despuésde la última dosis (4

DOSIS DE ANTIMICROBIANO

La dosisdefosfomicinafue de 200 mg./12h., administradapor

víasubcutánea.

OBTENCION Y PROCESAMIENTODE MUESTRAS

El sacrificio de los animales se realiza administrando una

sobredosisde tiopental sódico intraperitoneal, diluido al 1/60 (16’6

infección,

ratas).

infección,

ratas).
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mg./cc.). Se desarticulan y aíslan ambas tibias, para medir las

concentracionesde antimicrobianoen huesosanoe infectado(subgrupos1

y 2, respectivamente,para cada grupo de animales), y se lavan

externamentecon alcohol de 700. Las muestrasse congelana -200C y se

trituran en mortero estéril de acero inoxidable, introducido en nieve

carbónicaparafacilitar la pulverizacióndel hueso.Posteriormentesepesa

el triturado y se diluye en la solución amortiguadora.Para calcular la

cantidaddesoluciónamortiguadora(en ml.) necesaria,semultiplica el peso

(en g.) por 4. La mezclase agitaen bañofrío durante2 It, al cabode tas

cualessecentrifuga(tambiénen frío> durante15 minutosaproximadamente

a 2.500 rpm. Se valora el sobrenadante,estudiandola concentraciónde

fosfomicina por el método microbiológicode difusión en agar,descritoy

utilizado por otros autores26214’215,utilizando como cepa de ensayo

ProteusvulgarisATCC-21200.

ANALISIS ESTADíSTICO

Seutiliza el programade ordenadorestándarStatview®,versión

4.0, paraMacintosh.

Los datos cuantitativos se presentan, además de

individualmente,en formademediaaritmética±errorestándarde la media,

paracadagrupodemuestras.

Se comparanlas muestras,a travésde sus medias,mediantela

pruebade la t de Student.

Se calculael coeficientede variaciónde cadamuestra.Si éste

superael 33’3%, indica queexisteunaalta dispersión.En estecaso,y por

tratarse de muestraspequeñas,se consideranecesariocorroborar los

-66-



resultadosestadísticosmediantepruebasno paramétricas211,aplicandoel

testde la U de Mann-Whitney.

En todos los casos, se considera que los resultados son

estadísticamentesignificativos cuando la probabilidad de que las

diferenciasencontradassedebanal azaresmenordel 5% (p <
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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

homogéneoenedady peso,con un pesomediode350g.

ANTIMICROBIANO

Fosfomicina(Fosfocina®,CEPA).

MEDICACION ANESTESICA

- Anestesia: - Tiopentalsódico(Pentotalsódico®,Abbot).

- Eteranestésico(éteretílico).

- Material deadministraciónde medicaciónhabitual.

- Campanadeéter.

MATERIAL PARA OBTENCIONDE MUESTRAS

- Material habitualparaextraccionessanguíneas.

- Tubosdeensayoconvencionales.

3.4.2.-METODO

DOSISDE ANTIMICROBIANO

Seadministran200mg. subcutáneosacadaunodelos animales.
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OBTENCIONY PROCESAMIENTODE MUESTRAS

Lasmuestrasseobtienenpor punciónintracardíaca.

Previamentea la misma se procedea anestesiaral animal con

tiopental sódico vía intraperitoneal;dosis: 50 mg./kg de peso. Para su

administración se prepara una dilución 1/60 de un vial de 1 cc.,

conteniendo 1 g. de tiopental sódico, con agua destilada; la nueva

preparacióncontiene16’6 mg./cc. Si no fuesesuficientela anestesiacon

tiopental sódico, se administra por inhalación éter etílico, mediante

campanade plásticoquecontienealgodonesempapadosenestasubstancia,

aproximándosea la cabezadelanimal. Paralasultimas tomasde muestras,

seprecisaunanuevadosisdeanestesiaintraperitoneal.

Se realizan extracciones15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2

horas, 4 horas,8 horas y 10 horas despuésde administrarel antibiótico,

obteniéndose1 cc.encadaextracción.

La concentraciónde fosfomicina en las muestrasobtenidasse

valora por el método microbiológico de difusión en agar, descrito y

utilizado por otros autores262t4’215,utilizando como cepa de ensayo

ProteusvulgarisATCC-21200.

CALCULO DE LAS CONSTANTESFARMACOCINETICAS

Y ANALISIS MATEMATICO DE LA CINETICA DE ELIMINACION

Seutiliza el programade ordenadorestándarStatview®,versión

4.0,paraMacintosh.

Los datos cuantitativos se presentan, además de

individualmente,enforma demediaaritmética±errorestándarde la media,

paracadagrupodemuestras.
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A partir de los valores mediosobtenidosparacadaunidad de

tiempo, se obtiene una curva de concentraciónde fosfomicina (C) en

funcióndel tiempo(curvadeabsorción-eliminación).

A partir de estacurva, se hallan la concentraciónmáximadel

antibiótico(C~,j~j, el tiempoenquesealcanzadichaconcentración(T»ú4

el áreabajo la curvadesdetiempo O a 10 horas (ABCo10), el áreabajo la

curvadesdetiempoO ainfinito (ABC.&1, la hemivida(T
1¡2) y la constante

de eliminación (KJ. factor que rige la desaparicióndel antibiótico del

suero,queseexpresaen h’.

El tramo descendentede la curva representala cinética de

eliminación,quetiendeaajustarsea unacurvaexponencial,cuyafórmula

seobtiene.Estapuedehacerselineal si los datosse representanenformade

logaritmo de la concentración
216,lo cual nos permite realizarel análisis

matemático de la cinética del antibiótico. El ajuste de la recta así

obtenida—rectade regresiónque relacionaconcentracionesdel fármaco,

expresadasen forma logarítmica, con el tiempo—correspondea la

ecuación216:

Log C = [—(K~ / 2’303) x ti + log C
0

en la cual C es la concentraciónde fosfomicina en tiempo t, Co es la

concentraciónen tiempo O y log C0 es la interseccióncon la ordenada,

mientrasque— (K~ / 2’303) esel coeficienteangular.

Para valorar la bondad del ajuste de la recta de regresión

obtenidamatemáticamente,secalculanel coeficientedecorrelación(R), el

coeficientededeterminación(R
2) y la seguridaddela regresión(p).
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sepuedecalcular216a partir de la pendientede la rectaque

mejor se ajuste a los valores de log C en función del tiempo, o bien,

despejandode la ecuaciónde la recta semilogarítmicade regresión,apartir

de:

= (2’303 / t) x log (Co / C)

La hemivida, definida como el tiempo necesariopara que la

concentracióndel antibiótico en suero se reduzcaa la mitad, se puede

calcular,conociendola K~, mediantela siguienterelación:

T
1¡2=O’693/K~

Estarelaciónse deducede la ecuaciónde la rectade regresión

en la cual,despejandot, seobtiene:

t = (2’303 / Ke) x log (Co / C)

En este caso, y puesto que se trata de hemivida, C0 es por

definiciónel dobledeC, y por tanto

= (2’303 / 1(e)x log (2C / C)

o sea

Tí¡2=(2’303/1Q)xlog2

esdecir

=0’693/Ke

Secalculóel áreabajo la curvadesdeel tiempoO hastael último

determinadoen la curva de niveles (10 horas), con un minicomputador

Hewlett-Packard97, aplicandola reglade Fostery Bourn&
17. Paracalcular

el áreadesdeel último punto experimentadohastael infinito, seaplicó la

ley de Dost218, que consisteen dividir la concentraciónexistenteen el

último puntoexperimentadopor la K~. La sumade ambasáreasnos da el

áreabajo la curvadesdeO a infinito.
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4.- RESULTADOS
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4.1.- MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS

POR PSEUDOMONÁSÁERUGINOSA

4.1.1.-MORTALIDAD

El 20% de los animales(6 ratas)murieronespontáneamenteen

las primeras48 horastrasla inoculaciónde Pseudomonasaeruginosa.Las

24 ratasquesobrevivieron,quedarondivididasen 4 gruposde 6 animales

cadauno.

La causade la muerte no se determinó,atribuyéndosea efectos

dela anestesiao a septicemiapor U. aeruginosa

4.1.2.- RESULTADOSMICROBIOLOGICOS

Se realizó estudio microbiológico en 4 ratas de cada grupo

(Tabla 4.1.1 y Fig. 4.1.1). Los resultados fueron suficientemente

homogéneosparacadagrupo de animales,con un coeficientede variación

menor del 33% en todos los casos,por lo que no fue necesarioaplicar

pruebasno paramétricasparael análisisestadístico.

El análisis de la varianzaresultóaltamentesignificativo parala

existenciadeheterogeneidadde lasmuestras(p< O’0001).

Secomprobóun aumentosignificativo enel númerodeunidades

formadorasde coloniaspor gramodehueso,entrelos gruposde7 y 14 días

postinoculación(p = 0’0089) y entre los de 28 y 56 días(p = 0’0122),

comprobándoseasíla progresiónde la enfermedada lo largodel tiempo.
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4.1.3.-RESULTADOSHISTOPATOLOGJCOS

Se realizó estudio histopatológicoen 2 ratas de cada grupo

(Tabla4.1.11;Figs. 4.1.11 y 4.1.111),desmostrándosela apariciónde lesiones

osteomielíticasevidentes.Se objetivaronnidos osteomielíticosa partir del

día 14. Las necrosis óseas estaban rodeadas e infiltradas por

polimorfonuclearesy célulasplasmáticas;máshacia la periferia, a partir

del día 28, se observabanosteocitosy aposiciónde hueso,tendiendohacia

la formación de lesión granulomatosa de cuerpo extraño.

Macroscópicamente,seobservóosteolisisy deformación.

En el grupo accesorioen el que sehabíanprovocadotan sólo

lesionespor el taladro,se encontraronlesioneslocalizadas,sin secuestros,

con escasareacción leucocitariay fibrosa y sin activación osteoblástica

marcada.

En el otro grupo accesoriode animalesen el que ademásse

había inoculadoel agenteesclerosante,seencontraronlesionesesclerosas

medularesy destructivastrabeculares,sin reacciónosteoblásticani fibrosa.
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Entre7 y 14 días:

Entre 14 y 28 días:

Entre 28 y 56 días:

Tabla 4.1.1: Modelo

p=O’OO89

p>o,05
p = O’0122

experimentaldeosteomielitispor P. aeruginosa

Resultadosmicrobiológicos.

Díastras Número de ufc./g. de hueso
inoculación animal

7 1 2’400x107

7 2 3’160x107

7 3 4’360 x 1O~

7 4 5’200x io~
14 1 6’320x I0~

14 2 1’000x108

14 3 6’840x107
14 4 1’024x108

28 1 0’920 x i08

28 2 1’112x108
28 3 1’OOOx io~
28 4 1’200x 108

56 1 1’400x108

1’396x 108
56 3 2’000x108

56 4 1’632x108

IDías

tras Númerode mx ufc./g.±Sm ev

inoculación animales J
7 4 3’780x107±0’622xi0~ 32’9%

14 4 8’350 x 10~ ± 1 ‘029x ío~ 24’6%

28 4 1’058x108±O’062x108 11’6%

56 4 1’607x 108±0’142xio~ 17’7%
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ufc./g.x 1O’~

180 -

160 -

140 -

120 -

100 -

80 -

60 -

40 -

20

Días tras inoculación

Entre 7 y 14 días: p = O’0089

Entre 14 y 28 días: p >0’05

Entre 28 y 56 días: p = O’0122

Fig. 4.1.1: Modelo experimentalde osteomielitispor P. aeruginosa.

Resultadosmicrobiológicos (mx±Sm).

7 14 28 56
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4.2.- MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS

POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA. TRATAMIENTO

CONFOSFOMICINA

4.2.1.-MORTALIDAD Y EFECTOSSECUNDARiOS

Se inocularon40 animales,de los que6 (15%) murieronantes

de la fechadel sacrificio, en la primeras48 horastrasla inoculación.Las34

ratasquesobrevivieron,quedarondistribuidasen3 gruposdeanimales:10

parael grupo 1 (control) y 12 pancadaunode los gruposde tratamiento

(grupos2 y 3).

La causade la muerteno sedeterminó,atribuyéndosea efectos

de la anestesiao asepsispor P. aeruginosa.

Ni duranteel períodode tratamientoni duranteel seguimiento

posteriorpudieron objetivarseefectossecundariosgraves; sí presentaron

lesiones nodulares subcutáneas en el punto de inyección, que

desaparecieronantesde ser sacrificadoslos animales.

4.2.2.- RESULTADOSMICROBIOLOGJCOS

Serealizóestudiomicrobiológicoen6 ratasdel grupo 1 (control

sin tratamiento)y en 8 ratasde los grupos2 y 3 (tratamientodurante14 y

28 díasrespectivamente)(Tablas4.2.Iay 4.2.lb;Fig. 4.2.1).

El coeficientede variación superóel 33% en todos los grupos,

por lo que la pruebade la t de Studentsecomplementócon pruebasno
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paramétricaspara el análisisestadístico.El análisisde la varianza (F de

Snédecor),demostróheterogeneidadde las muestrascon unasignificación

del 99’98% (p = 0’0002). El test no paramétricode Kruskal-Wallis

demostróasímismoheterogeneidadde las muestrascon unasignificación

del 99’87% (p = O’0013).

GRUPO 1

En todaslas muestrasóseasestudiadasen el grupo control sin

tratamiento,serecuperóel microorganismo.

GRUPO2

En los animales tratados durante 14 días, se obtuvo

esterilización en el 50% de los casos. En los que no se logró la

esterilización,seobservóunadiscretadisminucióndelnúmerodeufc./g. de

hueso,respectoal grupo control. Al compararlas mediasde unidades

formadorasde colonias de este grupo con respectoa los animales no

tratados,se comprobóunasignificacióndel 99’74% (p = O’0026) parael

test de la t de Student.Con el test no paramétricode la U de Mann-

Whitney, la significaciónfue tambiénelevada(99’81%:p = 0’0019).

GRUPO3

En los animales tratados durante 28 días, la esterilización

alcanzóel 75% de los casos.En los dosanimalesen los queserecuperóel

microorganismo.el número de ufc./g. fue inferior al de los otros dos

grupos. La significación respectoal grupo control fue del 99’75% (p =

O’0025) parael testdela t deStudent.Conel testno paramétricode la 13 de

Mann-Whitney.la significaciónfue del 99’81%(p = 0’0019).
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Comparandoambosgrupos de tratamiento, no se observaron

diferenciasestadisticamentesignificativascon ningunade las dos pruebas

utilizadas(p> 0’05).

CMIs

La CMI de fosfomicina frente al la cepa de P. aeruginosa

inoculada,previamenteal tratamiento,fue 8 mcg./ml. Las CMIs de los

microorganismosaisladosen las tibias de los animales tratados no se

diferenciaronrespectoal original,oscilandoentre8 y 16 mcg./ml.

4.2.3.- RESULTADOSHISTOPATOLOGJCOS

Se realizó estudio histopatológicoen 4 ratas de cada grupo

(Tabla4.2.11; Figs.4.2.11 y 4.2.111).

LESIONESMACROSCOPICAS

En el grupocontrol se observólesión osteolíticaen el 100% de

los casos.Estamismaaparecíasólo en el 50% de los animalestratados14

días y en el 25% de los tratados 28 días; en el 50 y 75% restantes,

respectivamente,no sehallaronalteraciones.

LESIONESMICROSCOPICAS

En los controlesseobservónecrosisdestructivasupuradaen el

100% de las muestras.En el grupo 2 se aprecióestamismalesión en el

50% de los casos, mientrasqueen el restono seobjetivaronlesionesóseas

de actividad osteomielítica.En el grupo 3 existíaun “nidus” en fasede
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regresión en el 25% de los animales,y en el resto no había alteración

alguna.

En los animales tratados disminuyó el grado de lesión ósea

respectoal control. También se observarondiferencias en el examen

histopatológicoentreambosgruposde tratamiento.
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Tabla 4.2.Ia: Modeloesperimentaldeosteomielitispor P. aeruginosa:

Tratamiento con fosfomicina.

Resultadosmicrobiológicos.

Grupo de Número de ufc./g. de hueso

tratamiento animal

1 1 1’040x 10~

1 2 2’000 x io~

1 3 4’200 x ío~
1 4 1’840x108

1 5 6’120x107

6 ‘“000 x
1 1 5’160x105

1 1 0’000
‘1 3 2’(X)Ox 106

2 4 O’000

5 4’0(X)x106
1 6 0’000

2 7 0’000
1 8 1’200x106

3 1 0’000

3 0,000
3 3 0’000

3 4 8’000x105

3 5 0’0(X)

3 6 4’000x105

3 7 0’000

3 8 0’000
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Entre 1 y 2:

Entre 1 y 3:

Entre2 y 3:

Tabla 4.2.lb:

p = O’0026

p = O’0025

p> O’O5

Modeloexperimental de osteomielitispor P. aeruginosa:

Tratamiento con fosfomicina.

Resultadosmicrobiológicos.

Grupo de Número de mx ufc./g.~ 5m ev

tratamiento animales

¡ 6 1’163 x 108±0’368xt0~ >33%
2 8 0’964 x 106 ±0’505x 106 > 33%

3 8 1’5(X) x io5 -.- 1 ‘052 x ío~ >33%
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ufc./g.x íO~

1.000.000

100.000

10.000

1.000

100 -~

10

Grupo de tratamiento

Entre 1 y 2:

Entre 1 y 3:

Entre 2y 3:

p=o’0026
p=o’0025
p> O’05

Fig. 4.2.1: Modelo experimentalde osteomielitispor P. aeruginosa:
Tratamiento con fosfomicina.

Resultadosmicrobiológicos(mx±Sm).Representaciónsemiogarítmica.

1 2 3
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4.3. - MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOMIELITIS

POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA. NIVELES

OSEOSDE FOSFOMICINA

Los resultadosfueronhomogéneosparacadagrupode muestras,

presentandocoeficientesde variacióninferioresal 33% en todos los casos,

por lo quelas mediassecompararonmediantela pruebade la t de Student

(Tabla4.3.1).

Tanto en ‘‘pico~~ como en ~ las concentracionesóseasde

fosfomicinafueronmáselevadasenel huesoenfermoqueenel huesosano,

con unasignificacióndel 95’07% (p = 0’0493) paralos nivelesobtenidos

unahora despuésde administrarel antibiótico(“pico”), y del 98’S% (p =

0,0150)paralos obtenidos5 minutosantesde la última dosis(“valle”).

Aun en los nivelesmásbajosde antimicrobianoen hueso,éstos

superaronla CMI parala cepade 1’. aeruginosautilizada.
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Animal número Huesosano(1) Huesoinfectado (2)

Grupo A

(5’ antes)

1 10’28 17’16

2 9’32 16’48

3 8’04 11 ‘24
4 10’1O 13’04

GrupoB
(1 h. después)

¡

1 117’20 130’80

2 ilESO 168’8O

3 94’40 268’00

4 126’20 175’60

minutosantesA- 1: Huesosanoen animalessacrificados5
de la últimadosis.

A-2: Hueso infectadoen animalessacrificados5 minutos
antesde la últimadosis.

B-1: Huesosanoen animalessacrificados1 hora después
de la últimadosis.

B-2: Hueso infectado en animales 1 hora
despuésde la últimadosis.

sacrificados

A-l y A-2:

B-1 y B-2:

p=O’0150

p = O’0493

Tabla 4.3.1: Modelo experimentalde osteomielitispor

Pseudomonasaeruginosa: Nivelesóseosde fosfomicina.

Resultadosexpresadosenmcg./g.de hueso.

Grupo Número de muestras mx ±Sm cv

A-1 4 9’435±O’510 10’8%

A-2 4 14’480±1’407 19’4%

B-l 4 112’400±6’695 1l’9%

B-2 4 185’800±29’119 31’3%

Entre

Entre
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4.4.- NIVELES SERICOS DE FOSFOMICINA EN

RATAS “WISTAR”

4.4.1.-CURVADE NIVELES

En la tabla 4.4.1 y en la figura 4.4.1, quedanreflejados los

resultados obtenidos de calcular las concentracionesplasmáticas de

fosfomicina,trasla administraciónde200mg subcutáneos.

El “pico~~ seconsiguióa los 30 minutos, con un valor de 700 ±

55’99 mcg./ml. A las 8 horas aún existíaen suero una concentración

próximaa la CMI del antibióticofrentea la cepaensayada.

La curvaexponencialderegresión(Fig.4.4.II), representativade

la cinéticadeeliminación,seajustóa la siguienteecuación:

C=4.677’6xel’2t

dondeC esconcentracióny t esel tiempoenel queseobtiene.

Representandolos datos en forma de logaritmo de la

concentración,obtuvimosunarectade regresión(Fig. 4.4.111)queseajustó

a la siguienteecuación:

logC=—(0’004xt)+2’9

Esta ecuación se correspondecon la ecuación de la curva

exponencial.El coeficientede correlación(R = 0’995), el coeficientede

determinación(R2 = 0’991) y la seguridadde la regresión(p c 0’0001),

demostraronun buenajustede la recta de regresióncon los valoresreales

observados,indicativo deunacinéticalineal.
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4.4.2.-CONSTANTESFARMACOCINETICAS

La C~ fuede700mcg./ml.,con un ~ de 0’5 horas.

El valor obtenidoparaK~fuede O’58 h’. y el de la hemividade

1’19 horas.El áreabajo la curva desdeel tiempo O a 10 horas fue de

1 .384’64(mcg.Iml.)h., y desdeO a infinito de 1.390’16 (mcg./ml.)h.
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mcg./nil.

700

600

500

400

300

200

100

Fig. 4.4.1: Nivelesséricosde fosfomicina en ratas “Wistar”.

Curva de absorción-eliminacion.

15 30 60 120 240 480 600

minutos
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Curva de eliminación

Curva exponencial de regresión

¡ y
600

minutos

Fig. 4.4.11:Nivelesséricosde fosfomicina en ratas “Wistar”.

Cinética de eliminación.

nicgiml.

700 -~

600-

t

500—

400—

300—

200—

~100—

o
30 60 120 240 480
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loglfosfomicina] 3
2,75

2,5

2,25

2

1,75

1,5

1,25

1

0,7

0,
0,2

minutos

Fig. 4.4.111:Nivelesséricosde fosfonúcina en ratas “Wistar”.

Rectade regresiónque representa la cinética de eliminación.

Representaciónsemilogarítmica.

o

0 100 200 300 400 500 600 700
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5.- DISCUSION
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5.1.- MODELOS EXPERIMENTALES DE

OSTEOMIELITIS

5.1.1.- INTRODUCCION

Los ensayosclínicos para el tratamientode osteomielitisen el

ser humano, son díficiles de desarrollary homogeneizar,por la gran

cantidadde variablesquepuedenmodificar los resultados17.Cuatroson los

factores fundamentalesque influyen en el pronóstico y respuestaal

tratamiento&l: Grado de necrosis, condiciones del huésped, lugar y

extensiónde la enfermedad,y alteracionesdebidasa la enfermedaden sí

misma. Paraintentarcontrolarestasvariablesy paraestudiarotrasfacetas

de la osteomielitis—comoetiología, patogenia, diagnóstico, técnicas

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

animales17~18~147~148.

La historia de los modelos experimentalesde osteomielitis

comienzacon Rodet219a finalesdel siglo pasado,utilizando el conejo,al

que inoculó S. aureus por vía iv; esteautor consiguió producir abscesos

óseos,pero no pudo reproducirla enfermedad,pueslos animalesmorían

rápidamentepor sepsis.Pocosañosmástarde,Lexer220.en 1894, vuelvea

intentarloutilizando pequeñascantidadesde bacteriasatenuadas.Así logró

la supervivenciade los animales y, en consecuencia,el desarrollode

alteracionesen el hueso,pero sin alcanzarunainfección progresiva.Más

tarde, Starr22ten 1922, Haldeman222en 1934 y Thompsony Dubos2~en

1938, mediantela administraciónde S. aureus por vía iv en conejos,o de

forma local en el hueso,consiguieronobtenerlesionessupurativasen el
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lugar de la inoculacióno en el puntodondela bacteriase localizó tras su

inyección,perono lograrondesarrollarla enfermedad.En 1941, Sehemany

cols.150, en estudiossimilaresa los anteriores,consiguieronla producción

de osteomielitisen los conejosque sobrevivieronmásde dos semanas,

cuandoadministraronS. aureus directamenteen el huesopero asociado,

por primeravez, a unasubstanciaesclerosante(“sodium morrhuate”),con

el fin de crearunatrombosisvasculary unanecrosisasépticasecundada;

estasubstanciaesuna sal sódicade ácidosgrasossaturadose insaturados

de aceitede hígadode bacalao,comercializadaactualmenteconel nombre

de Scleromate®(PalisadesPharmaceut¡cals,Inc.), y utilizada en clínica

como agentetrombosantepara el tratamientode varices y hemorroides.

Cuandousaron la vía iv, la mayoríade los animalesmurieron en pocos

días, demostrándoseposteriormentela existenciade abscesosen hígado,

riñones y bazo, pero sólo ocasionalmenteen el hueso. El desarrollo

definitivo de un modeloexperimentalde osteomielitisse alcanzócon las

experienciasde Nordeny Kennedyiniciadasen 1970149;estosautoresse

basaronen los estudiosprevios de Schemany cols., lograndoun “modelo

de osteomielitiscrónica,cuyasmanifestacionespatológicasy radiológicas

son similaresa la de la enfermedaden humanos”149.En estostrabajosnos

basamosnosotrospara desarrollarel nuestro,con las modificacionesque

posteriormenteintrodujeronZak y cols.151en 1982.

5.1.2.- MODELOSEXPERIMENTALESEN CONEJOS

El modelo de Norden y Kennedy149fue realizadoen conejos

blancos“NuevaZelanda”.Insertaronunaagujapercutúneamenteen la cara

lateralde la metífisis tibial hastaalcanzarla cavidadmedular,trasafeitarla
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pata del animal y limpiarla externamentecon alcohol; a su través

inyectaron una substancia esclerosante(“sodium morrhuate” al 5%)

seguidade unasuspensiónbacteriana,y acontinuaciónsuerosalinoestéril

para asegurarla entrada de los inóculos previos. El microorganismo

utilizado fue unacepade S. aureus aisladode un pacientecon infección

ósea,y el inóculo calculadofue de 3x106ufc. Entre 60 y 180 díastras la

producciónde la enfermedad,procedieron al sacrificio de los animales

supervivientes (70%). Hicieron estudios histopatológicosen los que

demostraronlesionesevidentesde osteomielitiscon presenciade trayectos

fistulososy exudadopurulentoen el 89% de los casos.Desdeel puntode

vista microbiológico, recuperaronel microorganismoen el 91% de los

conejosestudiados;la muestraseobtenía,tras la disección de la tibia y

secciónde su porción distal, inyectandoproximalmente1 ml. de tampón

fosfatoestéril;conel materialobtenidodistalmenteserealizabandiluciones

seriadas y siembras en placas de Petri. Hicieron hemocultivos,

determinandoque la frecuenciade bacteriemiadisminuía conforme se

distanciabande la inoculación(86% entre5 minutosy 6 horas;14% a las

24 horas). También realizaronvaloracionesradiológicas,observandola

apariciónde signosdeosteomielitisentrelos días14 y 21, conabscesosde

partesblandas,elevacióny soluciónde continuidadde la línea perióstica,

desestructuraciónóseay depósitode huesonuevo; estos cambiosfueron

mucho másmarcados,con destrucciónprogresivay secuestros,a los 40 y

180 días despuésde la inoculación. Tras el sacrificio, se observaron

secuestrosenel 76%de los animales.

Con el fin de estableceruna relación dosis/efecto,diferentes

gruposde animalesrecibieroninóculosdistintos,obteniendocultivosóseos

positivosa los 14 díasen el 100% de aquellosquehabíanrecibido 1(1» o
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106 ufc; en los quefueron inoculadoscon 102 ufc, tan sólo se recuperóel

microorganismoen un 71%.

En algunosanimales,sólose inyectó S. aureuso el “morrhuate”,

sin que se obtuvieraevidenciaclínica o radiológica de osteomielitisen

ningún caso; los cultivos óseosa los 14 y 60 díasde la inyección fueron

estériles.Así se determinóque no bastabala inoculaciónbacterianapara

producir la enfermedad,siendoprecisala administraciónlocal simultánea

deun agenteesclerosanteproductordetrombosisvascular.

El mismo procedimientoemplearoncon otra cepade S. aureus

(209 P) con la que consiguieronuna frecuenciasimilar de bacteriemias,

pero no lograron desarrollarla enfermedad.También utilizaron Proteus

mirabilis (I0~ ufc), produciendoosteomielitis,aunquecon unafrecuencia

menorqueconS. aureus (56% a los 14 díasy 17% a los dos meses).Los

motivos para el fracasocon la cepa209 P y para los peoresresultados

obtenidoscon el bacilo Gram negativo no fueron esclarecidos.Aún hoy

permanecesin respuestala preguntadeporquéel Staphylococcusaureuses

el agentemásampliamenterecuperadoenosteomielitishumana.

En 1973, Andriole y cols.161describieronun modelobasadoen

el anteriorperoconalgunasmodificaciones.El microorganismo(S.aureus)

seintroducíaen la cavidadmedulardeconejosblancos“Nueva Zelanda”a

travésde unaaguja insertadaen un agujeropreviamenterealizadocon un

microtaladro.En unasedede animalesinsertaronunaagujade aceroen el

canal medular,y en otra,ademásdeésto,provocaronunafracturadel tercio

mediodela tibia. La osteomielitissedocumentómicrobiológicamenteen el

96% de la primeraseriey enel 77% de la segunda;desdeel puntodevista

histopatológico,los resultadosfuerondel 88% y 77% respectivamente.En

los animalesinoculados sin ningunaotra manipulación,no se logró el
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desarrollo de la enfermedad. La importancia de la fractura puede

seguramentedescartarsea partir de estosresultados,dadoquecon la aguja

sola se obtuvieron mejores resultadosque con la fractura añadida.Sin

embargo,la importanciade estemodelo radicaen la demostraciónde que,

en ausenciade agente esclerosante,el implante metálico favorece la

apariciónde osteomielitis,tal vez porqueprovoqueunadisminuciónde la

circulaciónsanguíneay unaprogresivanecrosis,queademásprotegeríaal

microorganismode los mecanismosde defensa,sin olvidar su papel

favorecedorde la adherenciabacteriana.

El primer modeloexperimentalcon P. aeruginosafue descrito

por Van Windergeny cols.1~en 1974. Posteriormente,en 1980, Nordeny

Keleti1~ lo establecierondefinitivamente. El método empleado fue

idéntico al ya comentado149.Se utilizaron inóculos de 106 y 2x 1 0~ ufc,

respectivamente,en conejos blancos. La osteomielitis se documentó

radiológicay microbiológicamente,recuperándoseel microrganismoen el

90% de los animales.Lo que másllamó la atenciónde los autoresfue que

la infección resultó ser másleve y menosdestructivaque con S. aureus,

extendiéndosefuera del hueso sólo excepcionalmente;la formación de

huesonuevotambiénresultóser menosllamativa.

En 1986,Madery WilsonI’»~ reprodujeronel trabajo de Norden

con algunas diferencias. En una primera fase inyectaron sólo el

“morrhuate”, para, dos días mástarde, repetir la operaciónañadiendola

suspensióncon P. aeruginosa.Además,emplearonun inóculo máselevado

(3x 108 ufc). Así lograron unamásfácil reproduccióny un desarrollomás

progresivodel modelo.
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En los últimos años, sehan desarrolladomodeloscon conejos

empleandootros microorganismos,aisladamenteo en infección mixta. En

1990, Mayberry-Carsony cols.1~provocaronosteomielitisen conejoscon

S. epidermidis y B. thetaioraomicron, sin utilizar ninguna substancia

esclerosantesinola colocacióndeun catéteramododecuerpoextraño.

Posteriormente,Johanssony colsfi0 utilizaron una esponjade

polivinilo para rellenarel agujeropreviamentetaladradoen la tibia del

conejo.Este procesolo realizaronen ambastibias de las patastraserasde

cadaanimal,inoculandoB. fragilis (10v ufc) tan sólo en unade ellas; sin

embargo, el microorganismo se recuperó posteriormenteen ambas

extremidades, lo cual sugiere diseminación hematógenay posterior

anidaciónde la bacteriaen la tibia dañadapero sin inoculaciónbacteriana.

Este modelo reproducela osteomielitishematógenaqueasientasobre un

territorio predispuesto,apartirdeotrofoco séptico.Un experimentosimilar

había realizado anteriormenteGuerrero25en un modelo realizado con

conejosy a los queinoculóE. cok. En 12 animales,provocóla infecciónen

una pata trasera,y en la otra introdujo tan sólo el agenteesclerosante

(“morrhuate”). Posteriormente,comprobóla producciónde osteomielitis

con recuperacióndel microorganismoen el 64% de las patasa las queno

leshabíarealizadoinoculaciónbacterianaalguna.

Lambe y cols.61 en 1991 colocaronun catéteren la cavidad

medularde la tibia del animal,y a su travésinocularonS. epidermidis y/o

B.fragilis. Lograronla produccióndeosteomielitisenel 100%de los casos

de infección mixta, pero sólo en el 40% cuandoutilizaron S. epidermidis

aisladamente.Con B. fragilis tambiénobtuvieron un 100% de resultados

positivos.Con estudiosdemicroscopiaelectrónica,demostraronque,en los

casos de infección por ambos microorganismos,S. epidermidis era la

bacteriapredominanteen el catéter,y B. fragilis lo erasin embargoenel
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hueso infectado. Estos resultadoscorroboran los hallazgosclínicos que

compruebanla asociacióndel estafilococoabiomaterialese implantes28’46.

Por otro lado, estána favor de quela infección polimicrobianajuega un

papel importantecomofactor implicadoen la génesisde la osteomielitis63.

Mayberry-Carsony cols.62 en 1992 reprodujeronsu modelo

descritopreviamente,utilizando S. epidermidisy B. thetaiotaomicron de

nuevo,pero comparandodos gruposde conejos,con y sin introducciónde

un cuerpoextraño.En el primer grupo, los cultivos fueronpositivosen el

97% de los casos.comprobándosela producción de osteomielitis con

técnicasradiológicase histopatológicasen un 83% de los animales.Sin

embargo,en el segundogrupo tan sólo secomprobóla enfermedaden un

58%, con negatividadde todos los cultivos realizados. Así pues, se

compruebaque, en ausenciade un agente esclerosante,es precisa la

colocación de un cuerpo extraño para provocar osteomielitis

experimentalmente,extremo éste ya demostradohace dos décadaspor

Andriole y cols.161

A pesarde haber sido los animales más utilizados en los

modelos experimentalesde infección ósea, los conejos presentanuna

limitación importante,debidaa su sensibilidada los efectostóxicos de los

antibióticos, sobre todo cuandoéstos seempleana altas dosis o durante

tiempo prolongado,ocasionandouna importante mortalidad secundaria

mediadapordiarreasinespecíficaso colitis pseudomembranosa224.Poreste

motivo, Zak y cols.151 utilizaron la rata en 1982 comoanimal de ensayo

parael estudiode la osteomielitis.
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5.1.3.- MODELOS EXPERiMENTALESEN RATAS

Zak y co1s151sebasaronenel métododeNordeny Kennedy’49.

pero empleandoratas “Wistar”. Tras rasurar la tibia de la pata trasera

izquierdadel animal, la taladraronen su parteproximal, hastala cavidad

medular, con un “drilí” de dentista. Inocularon O’05 ml. de “sodium

morrhuate”al 5%, seguidode la mismacantidadde una suspensiónde S.

aureus.Obturaronel agujerocon cementodental y cerraronla herida. Se

desarrollóosteomielitisa los 14 díasde la inducción de la infección,con

sus caractereshistológicos de supuración crónica, microabscesos,y

fragmentosdehuesonecrosado,rodeadosdeunainfiltración deneutrófilos.

A los 30, 60 y 120díastrasla inoculación,secomprobóla producciónde

unaosteomielitiscrónicasimilar a la humanapostraumática,con áreasde

microabscesos,formación de hueso reactivo, secuestrosy un infiltrado

inflamatoriocrónicoconmacrófagos.

El modelo resultó fácil de manejary económico; las lesiones

histológicasfueron similaresa las encontradasen el ser humano.La rata

manifiestamenosefectossecundarioscon los antibióticosen altasdosisy

por períodosde tiempoprolongados.La tibia de la rataesfácil de disecary

depulverizar,favoreciendolos estudios.

En 1985, Rissing y cols.’69 describieronotro modelo en ratas

“Sprague Dawley”, con S. aureus. Utilizaron el método de Zak151

comparándolocon el de Norden~ pero en la rata. Comprobaronque la

técnicaque empleala aguja percutáneano sólo eramásdificultosa, sino,

además,demenoreficacia.
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En 1989, nosotrosdescribimosel primer modelo experimental

enla ratapor agentesGramnegativos19.Posteriormente.Nelsont30publicó

un estudio muy similar, con la diferenciade que no utilizó substancia

esclerosantealguna ni obturó el taladro óseo, intentandoevitar cuerpos

extrañosu otrosfactoresajenosa la propiainoculación.Logró el desarrollo

dela infección,pero,ennuestraopinión,estetrabajono tieneencuentaque

la acción del taladro actúa como una quemadurafísica, provocandola

apariciónde restosnecróticosde forma inevitable. En cualquiercaso, y

como ahora comentaremos, nosotros consideramos que el agente

esclerosantegarantiza el desarrollo de la osteomielitis y su uso es

aconsejable.

Recientemente,Spagnoloy cols.225han utilizado “fibrin glue”

(fibrina humanaliofilizada), en lugardeun agenteesclerosanteo un cuerpo

extraño, provocando osteomielitis por S. aureus, con demostración

radiológica, histopatológicay microbiológica. Esta substanciaes un

materialbiocompatibleque no causatrombosisvascularcomo los agentes

esclerosantes,ni actúa a modo de material inerte que favorezca la

adherenciadel microorganismocomolos cuerposextraños29’61,dadoque

se reabsorbeen pocos días. Los autores consideranque constituyeun

excelentemedio de cultivo, favoreciendoel crecimientobacterianoen su

seno,pero al mismotiempo provocaun atrapamientodel microorganismo,

previniendola apariciónde sepsis.y disminuyendoasíla mortalidadde los

animales.
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5.1.4.-MODELO EXPERIMENTAL DE

OSTEOMiELITIS EN RATAS “WISTAR” POR

PSEUDOMONASAERUGINOSA

El poseeren nuestrashospitalizacionseun alto porcentajede

osteomielitis en pie del diabético, úlceras por presión y osteomielitis

postraumáticasy postquirúrgicas,de caráctercrónico, conun considerable

incrementode alsíamientosde bacilosGram negativos5,fue lo que nos

motivó a la creación de un modelo experimentalen ratas “Wistar”;

seguimos las técnicas ya referidas de Schemany cols.150, Norden y

Kennedy149y Zak y cols.151Elegimos la rataatendiendoa las ventajasya

conocidas previamente de su economía, manejabilidad, resistencia a

tratamientosprolongadosy con altasdosisdeantimicrobianos,y semejanza

de las lesionescon la osteomielitiscrónica postraumática,circunstancias

demostradasen ¡aexperienciadeZak y cols.151en 1982.

Aunque intentamosllegar a la cavidad medularcon una aguja

percutánea, encontramos grandes dificultades para conseguir su

enclavamiento,por lo que finalmente optamos por el empleo de un

microtaladro para accedera dicha cavidad. En el canal así creado,

insertamosuna aguja por la que inoculamosel agenteesclerosante,el

microorganismoy la soluciónsalinaestéril,quenosasegurabala entradade

los anterioreselementos.

Dificultadespara conseguirel “morrhuate”nos hicieron optar

por otrosagentesquefuerancapacesdeprovocarlesionessimilares;trassu

comprobaciónhistopatológica,nos inclinamospor una soluciónde sulfato

de bario estéril. Las lesionesprovocadaspor el taladroy por el sulfato de

bario, aisladamentey en combinación, eran de esclerosis medular

localizaday destruccióntrabecular. Ni activación osteoblásticahacia la
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formación de involucro, ni infiltración por polimorfonucleares,como

respuestaal agenteinoculado,fueron posiblesde describir,con carácter

llamativo,en los estudioshistopatológicosquerealizamosendoslotesde8

ratas,con sacrificiosa las 24horas,3, 7 y 14 días.

El inóculo deP. aeruginosaestabaconstituidopor 10~ ufc, y se

obtuvo de un aislado clínico de osteomielitis. Una vez realizada la

inoculación,retiramosla agujay cerramosla cavidadconceraestéril.

A los 7, 14, 28 y 56 díasde la manipulación,llevamosacabolos

sacrificios. La mortalidadpreviaal mismo fue del 20%. Las causasde las

muertesseatribuyeronaexcesosen la anestesiay probablementea sepsis,

aunque no lo pudimos demostrar, pues los animales que murieron lo

hicieronen los dosdíasposterioresa la inoculación.

En el estudiomacroscópico,la lesión sehizo evidentea los 14

días,con osteolisisy deformaciónósea,queen microscopiacoincidíacon

necrosisdestructivasupurada.En el primer sacrificio a los 7 díasno se

demostrólesión,ni enmacroscopiani enmicroscopia.Laslesionesa los 28

díaseran similaresa las de los 14 días, salvoqueempezarona apreciarse

secuestrosóseos. A los 56 días existía un predominio de tejido de

granulacióny esclerosis.

La recuperacióndel microorganismose produjo en todos los

animales,con un incremento significativo en el número de unidades

formadorasde colonias por gramo de hueso, indicativo, junto con los

hallazgoshistopatológicos,de una progresiónde la enfermedadconforme

el tiempopasaba.

Consideramospor tanto quea partir del día 14 la osteomielitis

estabadesarrollada,por lo queen esemomentopodíamosrealizarensayos

terapéuticos.
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5.1.5.-MODELOS EXPERiMENTALES CONOTROS

ANIMALES

Estarevisión sobremodelosexperimentalesde osteomielitisno

estaríacompleta,si no presentáramosunos brevesapuntesacercade la

utilizacióndeotros animalesdiferentesdelconejoo la rata.

El perrofue utilizado por Deysiney cols.152en 1976. Paraello,

introdujeron en la arteria nutricia tibial sulfato de bario al 20% y una

solución de S. aureus. El estudio radiológico demostróla presenciade

pérdidade huesoen la cortical, seguidade una progresivaneoformación

ósea periostal. lilistopatológicamentese halló necrosisy neoformación

ósea,y enel cultivo serecuperóel microorganismo.

Fitzgerald’53 en 1983, consiguió una osteomielitisprogresiva

demostradaradiológica,histopatológicay microbiológicamente,mediante

la inoculaciónde unasuspensiónde S. aureusen unazonade la metáfisis

tibial en la que se había extirpado previamenteun áreade hueso y que

posteriormenteserellenabacon un cementodepolimetilmetacrilato.

Ambos modelos correspondena osteomielitissubagudas.Los

modelos en perros permiten el ensayo de múltiples procedimientos

quirúrgicos, debido a su tamaño. Además son resistentesa los efectos

tóxicosde los antibióticos.Sin embargotienenel problemade su elevado

coste,y la dificultad deobtenerlos animalesengruposhomogéneos.

En 1983, Emslie y NadelM crearonun modelode osteomielitis

agudahematógenaen pollos, mediantela administraciónde S. aureuspor

vía iv, fiel reflejo de la que se observaen el serhumano.Demostraronla
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presenciade la bacteriaen los vasosdel cartílagode crecimientoa las 24

horas de la inoculación, y abscesosy secuestrosa los 2 y 8 días

respectivamente.

Passl y cols.155 elaboraron un modelo de osteomielitis en

cobayas.InocularonS. aureus o E. colí en el fémur, en el lugar donde

previamentehabíanrealizadounafracturay colocadoun alambrede acero

inoxidable, obteniendomejores resultadoscon el primero de los dos

microorganismosensayados.

Finalmente,Wannfors y Hammarstrom1~implantaron raíces

dentales,infectadaspor flora propia oral, a monos“MacacaFascicularis”,

obteniendocambiosinflamatoriosen la mandfbulamanipuladasimilaresa

los que seobservanen la osteomielitis,pero sin lograr crecimientoalguno

en los cultivos bacterianos.Sólo obtuvieron microorganismosde las

propiasraícespreviamenteimplantadas,pero no del huesomandibular.

5.1.6.-TRATAMIENTOANTIMICROBIANOEN

MODELOSEXPERiMENTALES

Parafinalizar conesteapanadode la discusión,y a modode,en

ciertaforma, introducciónparael siguiente,comentaremosbrevementelos

tratamientosmásutilizadosen los modelosexperimentalesdeosteomielitis.

El microorganismofrente al cual másse ha ensayadoha sido,

sin lugar a dudas,el Staphylococcusaureus,tanto en monoterapia(Tabla

5.1.1)comoconla combinaciónde diferentesantibacterianos(Tabla5.1.11).
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Los mejores resultadosse obtuvieron cuando se iniciaba la

administracióndel antimicrobianoinmediatamentetras la inducción de la

infección. Sin embargo,ésto no es correcto, dado que aún no se ha

desarrolladola enfermedadensuformacrónica.Paraconsiderarválidoslos

ensayos,el tratamientodebeiniciarseal menos14 díastrasla inoculacion.

Tantoen monoterapiacomocon tratamientoscombinados,han

dado mejor resultado las pautas largas (28 días) que las cortas (14

días)151’163’226. Asimismo se ha comprobado que habitualmentelas

asociacionesde antimicrobianoshansido superioresa los tratamientospor

un soloagente2á.SS.86~lO6~lSl~l6’t22Y.

Frentea Pseudomonasaeruginosalos ensayosterapéuticosson

muchomenosnumerosos(Tabla 5.1.111), lo cual es lógico, al ser mucho

menor el número de modelos desarrollados. También aquí se ha

comprobadola mayoreficaciade la combinacióndeantimicrobianosfrente

a los tratamientosúnicos125”6tasícomode las pautaslargasfrente a las

cortas87’88”25’166,aunquenosotrosobtuvimos resultadosaceptablescon

algún tratamientode tan solo 10 días8Q Hastanuestro trabajo, no se ha

realizadoningún modeloexperimentalde osteomielitispor Pseudomonas

aeruginosaempleandofosfomicinacomoagenteterapéutico.

Con otros microorganismos,se han ensayadofosfomicina25y

cefotaxima15~frenteaE. coli, ciprofloxacino’68frenteaS. epidermidisy B.

rhetaiotaomicronen infecciónmixta,y metronidazol2~frentea B. fragilis.
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ANTIMICROBIANO AUTORES AÑO(CITA)
Cefalotina Nordeny Kennedy 1971(162)

Norden 1975 (106)

Lincomicina Nordeny Kennedy 1971 (162)

Cefalondina Norden y Dickens 1973 (163)
Rifampicina Norden 1975 (106)

Zakycols. 1982(151)
Henry y cols. 1985(86)
Luu y cols. 1987(226)

________ Henry y cols. 1987(85) __

Gentamicina Norden 1975 (106)
Sisomicina Norden 1975(106)

Norden 1978 (164)
Oxacilina Norden 1978(164)

Rissingy cols. 1985 (169)1982(151)
Cloxacilina
Cefamandol Madery Wilson 1983 (228)
Fosfomicina Olay y cols. 1983 (26)
Cefazolina Olay y cols. 1983 (26)

Mader 1989 (230)
Ciprofloxacino Henryy cols. 1985(86)

Henry y cols. 1987(85)
Vancomicina Henry y cols. 1985(86)

Luu y cols. 1987(226)
Henryycols. 1987(85)

Ceftriaxona Rissing y cols. 1985(169)1986(225)
Clindamicina Nordeny cols.

Mader 1989(229)

Ampicilina-Sulbactam Nordeny Budinsky 1990 (77)

Tabla 5.1.1: Antimierobianosutilizadosenosteomielitisexperimental

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

)

Rifampicina/Gentamicina Norden 1975 (106)

RifampicinalSisomicina Norden 1975(106)

Rifampicina/Cefalotina Norden 1975(1%)

Rifampicina/Sisomicina/Cefalotina Norden 1975(1%)

Oxacilina/Sisomicina Norden 1978(164)

Rifampicina/Cloxacilina Zak y cols 1982 (151)

Fosfomicina1Cefazolina Olay y cols. 1983 (26)

RifampicinaiCiprofloxacino Henryy cols. 1985(86)

Henryycols. 1987(85)

Rifampicina/Vancomicina Henryy cols. 1985(86)

Luu y cols. 1987(226)

Henryy cols. 1987(85)

Tabla5.1.11: Antimicrobianosutilizadosenosteomielitisexperimental

por S. aureus(Tratamientocombinado).

-112-



ANTIMICROBIANOS AUTORES AÑO(CITA)

Carbenicilina Van Windergeny cols. 1974(166)

Nordeny Keleti 1980(125)

Sisomicina Van Windergeny cols. 1974(166)
Nordeny Keleti 1980(125)

Carbenicilina/Sisomicina Van Windergeny cols. 1974(166)
Nordeny Keleti 1980(125)

Ciprofloxacino Nordeny Shinners 1985(88)

Tobramicina Nordeny Shinners 1985(88)

Of] oxacino Nordeny Niederriter 1987(87)

Aztreonam Nordeny Budinsky 1988(231)

lmipenem Herranzy cols. 1989(80

)

y cols. (160)

Nelsony cois. 1990(130)

Ceftazidima/Tobramicina Nelsony cols. 1990(130)

Piperacilina Gomisy coL. 1991 (159)

Tabla 5.1.111:Antiinicrobianos utilizados en osteomielitisexperimental

por Pseudomonasaeruginosa
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5.2.- OSTEOMIELITIS EXPERIMENTAL. TRATA-

MIENTO CONFOSFOMICINA

5.2.1.-TRATAMIENTO CONFOSFOMICINA EN

MODELOS EXPERiMENTALES

Como ya se ha comentado, son escasísimoslos modelos

experimentalesde osteomielitisquehanutilizadofosfomicinacomoagente

terapéutico, y, hasta nuestro trabajo, no se ha ensayado frente a

Pseudomonasaeruginosa.

En 1983,Olay y cols.26desarrollaronun modelodeosteomielitis

en conejosblancos“Nueva Zelanda”,empleandoel método de Nordeny

Kennedy’49. Para ello, inocularon en la cavidad intramedular de la

metáfisistibial de 40 conejos,unasuspensiónde S. aureus (2’5x 10~ ufc)

obtenido de un aislamientoclínico de osteomielitis,tras haberinyectado

“morrhuate”comoagenteesclerosante.A los 14 díasdehaberprovocadola

infección, y tras comprobar la existencia de cambios radiológicos,

dividieron a los animalessupervivientes(32) en cuatro grupos: control,

tratamiento con cefazolina, tratamiento con fosfomicina y tratamiento

combinado.Previamentehabíancomprobadola acciónsinérgica“in vitro”

de ambosantimicrobianos.El tratamientosemantuvodurante28 díasy los

animales fueron sacrificados 4 semanasdespuésde su finalización.

Realizaronestudiosradiológicos.histopatológicosy microbiológicos.Los

resultadosdemostraronquela combinacióndefosfomicinay cefazolinafue

superiora cadaantimicrobianopor separado,tanto desdeel puntode vista

histopatológico(45% de secuestroscon la combinación,frentea 75% con
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fosfomicina y 86% con cefazolina)como desdeel microbiológico (una

esterilizacióncon cadaantimicrobianoy 4 conla combinación;la mediade

ufc./g. de hueso fue significativamente más baja con ambos

antimicrobianosquecon fosfomicina;comparandoconcefazolina,también

hubo menor crecimiento bacteriano con la combinación, pero sin

significaciónestadística).La CMI frente al microorganismo,semantuvoal

final del tratamiento igual que previamente al mismo (fosfomicina: 8

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

Guerrero25en 1987 utilizó el mismométodo,peroen lugarde S.

aureus,inoculó 106ufc deE. coli, igualmenteobtenidodeun enfermocon

osteomielitis.24 animalesfueron divididosen dos grupos:a 12 de ellosles

provocóla infecciónenunapatatrasera;a los otros 12, además,les inoculó

el “morrhuate”, sin suspensiónbacteriana,en la otrapata.Realizóestudios

clínicos, radiológicosy gammagráficosparaobservarla evolución. A los

14 días de la inoculación, inició el tratamiento con fosfomicina, en

monoterapia,a los animalesa los que sólo se les habíamanipuladouna

pata, manteniéndolodurante4 semanas.Tras el sacrificio, se obtuvieron

cultivospositivosen 2 de los 12 conejostratados(17%). En los conejosno

tratados,se recuperóel microorganismoenel 71%de las tibias estudiadas

(17 de 24); en el 64% de las tibias en las que sólo se inoculó el agente

esclerosante,el cultivo fue positivo, confirmando la existenciade una

bacteriemiacon anidaciónde la bacteriaen el territorio predispuestopor la

manipulación.
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5.2.2.-MODELO EXPERiMENTAL DE

OSTEOMIEUTIS POR P. AERUGiNOSA:

TRATAMIENTO CONFOSFOMICINA

Paranuestrotrabajo,utilizamos un lote homogéneode 40 ratas

“Wistar”, adultas, hembras,a las cuales,siguiendo el método de Zak y

cols.151, provocamos la infección con una cepa de Pseudomonas

aeruginosaobtenidade un aislamientoclínico de osteomielitis;la CMI de

fosfomicinaerade 8 mcg./ml. Tras el inóculo, 6 animalesmurieron,todos

en las primeras48 horas.No se realizó estudionecrópsico,por lo que la

causa de las muertes no pudieron determinarsecon exactitud; se

atribuyeronaefectosde la anestesia,o a sepsis,particularmenteen 4 ratas

quemurieronpasadaslasprimeras24 horas.

Disponíamos ya de una amplia experiencia con este

modelol9.SO,l57.l<fl,habiendocomprobadoen todos nuestrosestudiosque

obteníamosun 100% de cultivos positivosen los animalesno tratados.Sin

embargo,establecimosun grupo control sin tratamiento,paraasegurarla

validezde los resultados.Tambiénseestablecierondos gruposde animales

a los quese tratóconfosfomicina,diferenciándosetan sóloen el númerode

días durante los cuales iban a ser tratados.Para calcular la dosis del

antibiótico, se utilizó el concepto,aportadopor Freireich y cols.213,de

ajustarlaenfunciónde la superficiecorporaly no sólodel peso.

Se realizóestudiomicrobiológicoen 8 animalesdecadagrupo

de tratamiento,constituidospor 12 ratascadauno. En los animalestratados

durante14 díasobtuvimosesterilizacióndel huesoenun 50%, cifra quese

elevó hastael 75% cuandoel períodoterapéuticofue de 28 días. Para

compararel número de unidadesformadorasde colonias por gramo de

huesoen relaciónconel grupocontrol, aplicamosdos métodosestadísticos
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diferentes.La pruebade la t de Studentesprobablementela másempleada

para muestraspequeñas,y por estemotivo consideramosconvenientesu

utiiización. Sin embargo,la afta dispersiónexistenteen Jos grupos de

tratamiento,lógicamentedebidaa las esterilizaciones,nos creabala duda

de la validez de este método. Por este motivo, quisimoscorroborarlos

resultados mediante pruebas no paramétricas,necesariascuando las

muestrasno siguenunadistribución“normal” o de Gaussy son menoresde

30 individuos211.Estas pruebasmanejanrangos,no valorescuantitativos,

por lo queson de menorprecisión,pero, precisamentepor ello, espor lo

queson muchomásexigentes,demostrandocomosignificativasdiferencias

mayores211.En cualquiercaso, obtuvimosunasprobabilidadesde que las

diferenciasfueran debidasal azarmuy bajas,con cualquierade los dos

sistemasempleados(parael grupo de 14 díasde tratamiento,p 0’0026

conla t deStudenty p = 0’0019con la U deMann-Whitney;parael grupo

de 28 días, p = 0’0025 y p = O’0019 respectivamente).Las diferencias

encontradasentreambosgruposde tratamientono fueronsignificativas.

Los resultadoshistopatológicosse correspondieronfielmente

con los datosobtenidosen el estudiomicrobiológico.Así, mientrasen los

animales no tratados el 100% presentaban“nidus” osteomielíticos,esta

cifra descendíaal 50% en las ratastratadasdurante14 días, observándose

tan sóloun “nidus” en fasede regresiónen unode los animalesquefueron

tratadosdurante28 días, sin lesionesosteomieliticasen el resto de las

tibias.

Así pues, fosfomicina demostróuna clara utilidad en nuestro

modelo experimental para el tratamiento de la infección ósea por 1’.

aeruginosa.Comparandonuestrosresultadoscon los obtenidospor otros

autorescon fosfomicina frente a S. aureus en modelos experimentales,

podemosafirmar quesuperamosampliamentelos de Olay y cols.26cuando
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utilizaron monoterapia,y con respectoal trabajo de Guerrero25,hemos

obtenidounosresultadosbastantesimilares.

Otrosautoresemplearondiferentesantimicrobianosparatratarla

osteomielitisexperimentalpor P. aeruginosaen conejos.Van Windergeny

cols.166 en 1974, la trataroncon sisomicina y carbenicilina solas y en

combinación.Los resultadosobtenidoscon cadaunode ellos por separado

fueronbastantedesalentadores,al igual quela combinacióndurantesólo 14

días. Sin embargo,con ambosfármacoscombinadosdurante4 semanas,

lograron un 95% de esterilizaciones.La única pegaque sepuedeponera

estostrabajosesqueel tratamientolo iniciarona los 10 díasdeprovocarla

infección,momentoen el cualno estáclaro queya sehayadesarrolladola

enfermedad.

Norden y Keleti~~ en 1980. utilizaron los mismos

antibacterianos,obteniendo resultados tan sólo aceptables con la

combinación(14 días:40% deesterilizaciones;28 días:70%) y muy malos

con cadauno de ellos aisladamente(carbenicilina:5% deesterilizaciones;

sisomicina:14%). Esto seatribuyóa la gran cantidadde ionesde calcio y

de magnesiopresentesen el hueso,a la baja tensión de oxígenoen el

territorio infectado y/o a la disminución del pH en dicho territorio,

circunstanciaséstasquedisminuyenla acciónde los aminoglucósidos”1~~.

Además,las concentracionesde carbenicilinaen el huesoalcanzaronbajos

niveles.

En 1985, Norden y Shinners88 volvieron a comprobar la

ineficacia de los aminoglucósidosen la osteomielitis experimental,

obteniendotan solo un 5% de esterilizacionescon tobramicinadurante28

díasdetratamiento,mientrasqueconciprofloxacinolograronun 94%.
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Posteriormente,en 1987, Nordeny Niederriter87ensayaronotra

quinolonafluorada,ofloxacino,lograndoun 94%deesterilizacionestras28

díasde tratamiento;con 14 días, el resultadofue de un 11% de cultivos

positivos.

En 1988, Norden y Budinsky23t utilizaron aztreonam, sin

conseguirningunaesterilizaciónen los conejostratados.Este fracasolo

atribuyerona los bajosnivelesdeantimicrobianoenel huesoinfectado.

En los últimos años se han desarrolladoalgunosmodelos de

osteomielitis por P. acruginosa en ratas. Nelson y cols’30 en 1990,

fracasaron con ceftazidima y ésta combinada con tobramicina, no

obteniendoninguna esterilización ni diferencias significativas en los

cultivos de los animales tratados cuando se compararoncon el grupo

control.

Nosotrosensayamosimipenem80durante10 días, y, aunqueno

logramosesterilizacionesmásque en el 9% de los animalestratados,los

cultivos fueron significativamentemásbajosqueen el grupocontrol. Con

ceftazidima’~ conseguimosun 57% de esterilizacionestras 28 días de

tratamiento y con piperacilina’59 una disminución significativa de los

cultivos obtenidos de los animales tratados durante 28 días, con

normalizaciónde los estudioshistopatológicos.

A la vista de estosdatos,consideramosque fosfomicinase ha

mostradosuperioro equivalente,en la osteomielitis experimentalpor P.

aeruginosa, a otros antimicrobianos clásicamenteconsideradoscomo

antipseudomónicos,con muchamayor eficaciaque los aminoglucósidosy

sólodiscretamenteinferiora las modernasquinolonasfluoradas.

En nuestrotrabajo,aunquelogramosmásesterilizacionescon 28

días de tratamientoque con 14, las diferenciasal comparar la mediade
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ufc.Ig. de huesono resultaronsignificativas.Es éstaunacuestiónqueaún

está pendientede aclaración.¿Bastacon 14 días de tratamiento,o son

necesarias un mínimo de 4 semanas para tratar eficazmente la

osteomielitis?La mayoría de los trabajosexperimentalesdemuestranla

superioridadde los tratamientos“largos”, tanto frentea S aureus162~’63~226,

comocon Pseudomona~7,~,lM,~2.Sin embargo,los tratamientos“conos”

se han mostradoeficacesen algunosmodelos~’16Q162’227.Tal vez, a la

vista de nuestros resultados,sea necesarioampliar los estudios para

determinarsi, enel casoconcretode fosfomicina,sonequivalentes14 y 28

díasde tratamiento.

A partir de los datosobtenidosen nuestromodelo tratadocon

fosfomicina.consideramosqueéstosalientanal usodeesteantimicrobiano

parael tratamientode la osteomielitisporP. aeruginosa.Pero,al hacereste

planteamiento,surge inmediatamenteuna cuestión: el problema de la

resistencia“natural” de P. aeruginosaa fosfomicina.Evidentemente,este

antibióticono es un fármacode primeraeleccióncomoantipseudomónico,

pero tambiénes cierto que no estádesprovistode acción frente a este

microorganismo.Además,su escasouso puede incluso ser una ventaja

respectoa otros antimicrobianospor el escasodesarrollode resistencias.

Así, RodríguezCreixemst4publicó en 1992 un estudiomulticéntricoen el

que se demuestrauna importante disminución de la sensibilidad de S.

aureusa muchosantimicrobianosentre 1986 y 1990 (oxacilina presentó

una disminución 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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prácticamenteen el mismonivel de efectividad(del 96’9% al 95’6%). Con

respectoa P. aeruginosa,hay evidentementetrabajos que estudian su

sensibilidada diferentesantibacterianos233’234,habiéndosecomprobadosu

elevadoy crecientenivel de resistencias(29% parabetalactámicosy 21%

para aminoglucósidos),pero habitualmenteno se estudiafosfomicina, lo

cual es lógico pues, como ya se ha comentado,este antibiótico no es

consideradoun antipseudomónico.Sin embargo,en algún trabajoen el que

sí sehaestudiado,sehacomprobadounaaceptableactividadfrente aeste

microorganismo,habiendoaumentadoel nivel de resistenciatan solo desde

un 29%hastaun 31% en un estudioqueabarcó12 añosde intervalo188.

Otra cuestión importante es la del desarrollode resistencias

duranteel tratamiento.Ciertamente,éstoseha descritocon casi todos los

antimicrobianosy con muchos,por no decir todos,los microrganismos235;

pero tambiénes verdadque P. aeruginosalas desarrollaen un porcentaje

más elevado que otras bacterias~3,í44,235, y que con fosfomicina es

frecuente su aparición, sobre todo si se empleaen monoterapia’71.En

nuestro modelo sin embargo, la CMI de fosfomicina frente a la cepa

ensayadano varió significativamentecon el tratamiento.Pero lo cierto es

que son abundanteslas descripcionesde detección de resistencia o

sobreinfecciónpor Pseudomonasresistentesdurante el tratamiento de

osteomielitis12’4892 y de otros procesos12’143444’236con diferentes

antimicrobianos.Este fenómenotambién se ha estudiado“in vitro”~7.

Igualmenteseha descritoen tratamientosconfosfomicinade osteomielitis

enclínicahumana25’2~y enalgúnmodeloexperimental25.

En relación con el problema de las resistencias,surge otra

preguntaimportante:¿monoterapiao tratamientocombinado?En algunos

trabajosseha encontradouna menorincidenciade resistenciasduranteel
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tratamientocombinadoal compararlocon la monoterapia235,pero otros

autoresconsideranqueéstono esla norma22.Porotraparte,la búsquedade

un efectopostantibióticopor partede los antimicrobianosestaríaa favor de

la asociación,dadoqueparecequelascombinacionesdeéstospotencianel

EPA de cada uno de ellos por separado22,aunqueen algunosestudios

dondesehacomparadoel EPA decienosantibacterianosaisladamenteo en

combinación,seha encontradoindiferencia(ciprofloxacino-fosfomicina)o

incluso antagonismo(ciprofloxacino-vancomicina)238.El que la infección

seamono o polimicrobiana,no parecetener importanciacon respectoal

EPA delos antimicrobianos~9Z~.

En general, los modelos experimentaleshan demostradoun

efectobeneficiosode los tratamientoscombinadoscomparadoscon los que

utilizan un soloagenteantibacteriano,tantocon1>. aeruginosat25.166,como

con S. aureud2ó,Sá,lO~~,ISI.IMSin embargo,especialmenteen los últimos

años, algunos modelos han demostradola eficacia y seguridadde los

tratamientoscon monoterapiaso.r~sS.lS7.lS9.I6(tZ3O.Nosotros,en el trabajo

que aquí se presenta,hemosconseguidola esterilizacióndel 75% de los

animales,datoqueconsideramosclaramentepositivo. Además,intentando

disminuir los efectostóxicos de los antibióticos, la monoterapiase ha

utilizadoen clínicahumanacon buenosresultadosá.48,?075,79.92,IW.

Por otra parte, el tratamiento combinadopermite la acción

sinérgicade los antibióticos,habiéndosedemostradoéstaentrefosfomicina

y numerosos antimicrobianos, incluidos betalactámicosy quinolonas

fluoradas, frente a Pseudomonas aeruginosa y frente a otros

microorganismos’89.’9I.’93.’9t’%.l9&’~

A la vista de todo lo expuesto,nosotros creemos que la

fosfomicina puede ser una alternativa válida a considerar para el

tratamientoempírico o etiológico, si se compruebala existenciade una
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cepasensible,de la osteomielitispor P. acruginosa,si biennos parecemás

prudentesu uso en asociaciónqueen régimende monoterapia,a pesardel

buenresultadoobtenidoen nuestromodeloexperimental.

Así pues, disponemosde una comprobaciónexperimentaldel

beneficioso efecto que tiene o puede tener la fosfomicina para el

tratamientode osteomielitispor Pseudomonasacrugmnosa,pero¿hayalgún

estudio clínico que apoye esta idea? En las osteomielitis tratadascon

fosfomicina.son escasoslos aislamientosde Gram negativosen generaly

de P. aeruginosaen particular. Así, en la serie de Fernández-Valenciay

cols.2~~2. de Sí aislamientossólo 5 correspondena estemicroorganismo.

Guggenbichlery col~ no encuentranningunaen sus30 enfermos.Roth

y cols.2~~8sólo aislan20 sobreun total de 130 bacterias.Margety LohseMl

tratan8 osteomielitis,perono especificanlos agentescausalesenel trabajo

publicado. Potel y Baron2~~ obtienendos Pseudornonasde un total de 26

microorganismosaislados.Guerrero25encuentrauna entre 51 bacterias.

Finalmente,Meil3ner y cols.210aislan 81 cepas,correspondiendo10 a P.

acruginosa. En muchosde estos casos,el Gram negativo se encontró

formandopartede unainfecciónpolimicrobiana.y no seespecificael grado

de eficaciadel tratamientoen los enfermosen los queseaisló,améndeque

enalgunasdeestasseriesel tratamientofue combinadoenparteo en todos

los pacientes.

Por otra parte, en procesos diferentes de osteomielitis,

fosfomicina se ha utilizado muy poco frente a P. aeruginosa.Podemos

destacarel estudiode Meyer’78, que la utiliza solao en combinaciónen 86

pacientes con fibrosis quistica, en los que se aislaron diferentes

microorganismos,incluida P. acruginosa. Curiosamente,el grado de

resistencia“in vitro” de las cepasqueobtuvo de estebacilofue elevado,y
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sin embargola respuestaclínicafue favorable,tanto en monoterapiacomo

en tratamientocombinado,en un 79’8% de los casos.Una de las posibles

exp]icacionesque planteaes que podían estar presentes,aunqueno se

detectaran,otrasbacteriasdiferentesde P. aeruginosasensiblesa la acción

de la fosfomicina.

En otras enfermedadesgraves,talescomo endocarditis,sepsis,

meningitiso neumonía,tambiénha sido utilizada, solao enasociaciónque

ha sido lo máshabitual, pero generalmentefrentea estafilococosu otros

microorganismosdiferentesde P. aeruginosa194’1~’201’241247,aunqueen

algunos de estos estudiosse detectaroncepasde esta bacteriapero en

escasonúmero243~244’247.

Por lo tanto, esevidente,desdenuestropunto de vista, que la

fosfomicina puede ser de utilidad frente a P. aeruginosa, pero

consideramosnecesariocorroborarlos buenosresultadosexperimentales

contrabajosclínicosadecuados,dadosupocoempleohastala actualidad.

Fosfomicina trometamol, recientementecomercializada en

España, ha sido promocionado como un antimicrobiano cuyas

característicasfarmacocinéticaslo hacen especialmenteindicadopara el

tratamientoa dosisúnica por víaoral de las infeccionesnocomplicadasde

lasvíasurinarias,puesconsigueunaelevaday prolongadaconcentraciónen

la orina (picosde 2000-3000mcg./ml.) tras la administraciónoral de2-3 g.

de fosfomicina base173.Su circulaciónenterohepáticaexplicaestaelevada

concentraciónurinaria,mantenidahasta48 horasdespuésde la tomade una

dosis, así como la existencia de “picos” séricos secundariostras la

concentraciónmáximaalcanzada2-3 horastrassuadministración~’~9.Su

biodisponibilidady nivelesséricos,duplicanal menoslos alcanzadospor la
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sal cálcicade fosfomicina249,llegandoa triplicarlos o cuadruplicamosen

algunosestudios248.

Al no disponer de ninguna referencia acerca del uso de

fosfomicina trometamol a largo plazo, incluso tras una búsqueda

bibliográfica (basede datosMEDLINE), contactamoscon los laboratorios

fabricantes solicitando tales estudios si existían. La respuesta que

obtuvimosfue queel tratamientoa largoplazoconesteproductoni siquiera

se había planteado,por el riesgo de efectos secundarios,especialmente

gastrointestinales.Ciertamentese ha comprobadoque dosisde 5 gramos

presentanuna disminución de la excreción urinaria respectoa dosis

menores,por lo quesehapostuladoquela causaseaunadisminuciónde la

absorciónpor el tracto digestivo, que “se satura” cuandola dosis oral

superalos 3 gramos21250.Pero, dado que la concentraciónmáxima se

alcanzaen 2-3 horas, la absorciónes relativamenterápida,por lo que la

administracióncada6 a8 horas no tendríaporquéprovocarestasaturación.

Si con 2 gramoscada 12 horas se logra un nivel mantenido de 24

mcg./ml.24,tal vez con 2 gramoscada6-8 horas se lograraun buen nivel

constante,del ordendel 50% del queseobtienevía im, al igual que una

sola dosis oral logra una concentraciónmáxima del 50% de la im21.

Además,en el propio “dossier” del producto251,facilitado por uno de los

laboratoriosfabricantes,se informa, sin cita bibliográfica, de estudiosa

largo plazo realizadosen animales con resultadossatisfactorios.En un

grupo de ratas a las que se administrarondosis de 250, 1000 y 4000

mg.¡kg./dia, durante 12 semanas,sóloobservaron una ligera reducción del

consumode comida durantela primera semanay la apariciónde heces

diarreicascon la dosis más elevada;estos efectosdesaparecieronen las

siguientes semanas.En perros, administraron el fármaco durante 26
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semanas,a dosisde 100, 300 y 1000 mg./kg./día,sin que se observaran

fenómenostóxicos,salvoalgúnepisodioaisladode diarrea,principalmente

en la primerasemanadetratamiento.

También se nos informó que se considerabaque podía ser

peligrosasu administracióncontinuadapor la trometaminapresenteen la

molécula,dado queéstaes un tampón sintéticoindicadoparauso a muy

corto plazo’74. Sin embargo,existe un producto, ketorolacotrometamol,

comercializadoen Españaa finalesde 1991,quees un antiinflamatoriono

esteroideoconformulación oral y parenteral,aprobadoparael tratamiento

del dolor a cono-medioplazo. Con este fármacose han descritoefectos

secundariosgraves,comohemorragiadigestiva,insuficienciarenalaguday

shockanafiláctico,pero atribuidosal ketorolacoy superponiblesa los de

los demásantiinflamatorios2522&

Consideramosque, efectivamente,fosfomicinatrometamolestá

especialmenteindicadaeninfeccionesdel tractourinario,por laselevadasy

persistentesconcentracionesque alcanzaen dicha zona. Sin embargo,

creemosque, a la vista de los niveles séricosque se obtienen,a caballo

entrela sal cálcicaoral y la sal sódicaintramuscular,podríaserútil realizar

estudiosencaminadosa su utilización durantetiemposmásprolongadosy

para otras infeccionesdiferentesde las urinarias. Fernández-Valenciay

cols.2t~2 utilizaron la sal cálcica de fosfomicina en monoterapiapara

algunos casos de osteomielitis por S. aureus, y obtuvieron buenos

resultados.Hernández2~demostrósu eficacia profiláctica en fracturasy

cirugía ósea,utilizando la vía parenteraly oral combinadas.A pesarde

ésto, estamosde acuerdocon los autoresque consideranla fosfomicina

cálcica inadecuadaparael tratamientode la osteomielitis,dadoslos bajos

niveles séricos que se alcanzan21’22’171179.Precisamentepor ello, nos
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pareceque podría ser interesanteestudiarestasal de trometaminapara su

uso a corto-medioplazo, puespodríaabrir la puertaal uso de fosfomicina

en terapia secuencial,parenteral-oral,para infeccionesóseas y de otros

territorios.
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5.3.-NIVELES OSEOSY SERICOSDE FOSFOMICINA

En el casode los antibióticos,a diferenciade algunosotros

fármacos,la farmacocinéticatieneindudableutilidad,dadoquela actividad

de un antimicrobianosólo se consigue cuandose alcanzaen la propia

bacteria una concentración superior a la precisa para inhibir su

crecimiento2~’kDichodeotramanera,no bastaqueel antibióticoseaactivo

“in vitro”, sino que ademásha de serlo “in vivo”. La farmacocinética

tambiénorienta,a travésdel conocimientode la vida mediadeeliminación

(hemivida),con respectoal intervalodeadministración,teniendoen cuenta

la relaciónentrela concentraciónplasmáticay la CMI del microorganismo

a tratar257. En general, se consideraque lo más razonablees intentar

mantenerel nivel del agenteterapéuticopor encimade la CMI durantetodo

el intervalo entre dosis25W Sin embargo, los cada vez más extendidos

estudiossobre el efectopostantibiótico,abrenla posibilidadde un mayor

espaciamientoentre las dosis, aunque entre cada administración del

antimicrobianoel nivel séricocaigapor debajode la CMI259.

Por otro lado, se admite en la actualidadla relevanciade los

estudios farmacocinéticosen animales, de tal manera que un análisis

correcto de los datos obtenidosproporcionaestimadasrazonablesde los

parametroscinéticos del antibiótico en el ser humano, siendo esta

extrapolaciónmásválidacuandola eliminaciónsigueunacinéticalineal2~.

El tratamiento antimicrobiano de la osteomielitis se debe

fundamentarpor tanto en datosmicrobiológicosy farmacológicos:especie

bacteriana y su sensibilidad a los antibacterianos,y concentraciones

alcanzadaspor éstosenel lugar de la infección,o mejor dicho, capacidad
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de actuaciónen el lugar de la infección.Así pues,paraintentarpredecirel

éxito del tratamientoen la infección ósea,habráque utilizar los niveles

séricosy óseosdel antimicrobianoen cuestión2’10.

En la concentracióndel antibióticoo quimioterápicoen el hueso,

influyen unaseriedevariablesmuy diversas10:

Factoresdel hueso:

- Vascularización.

- Histologíaóseay patologíaquela altere.

- Tipo dehueso.

- Enfermedadesconcomitantes.

2.- Factoresdel antimicrobiano:

- Farmacocinética.

- Histoespecificidad.

- Víadeadministracióny dosificación.

3.- Técnicadeestudioutilizada:

- Tipo de muestray momentode la obtención.

- Preparaciónde la muestra.

- Contaminaciónhemática.

- Técnicadedeterminacióndeniveles.

- Estudiode la fracciónunidaal hueso.

Nosotros podemosmanipular sólo algunosde estos factores.

Así, los quedependendel huesono son modificablesen principio, pero sí

los otros dos, al menos parcialmente. Respecto a los factores del

antimicrobiano, su farmacocinéticae histoespecificidad,es decir su

afinidad por un tejido determinado,son constantes,pero con un estudio

adecuadode las mismas podremos utilizar la dosificación y vía de

administraciónmásadecuadas.
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Parala determinacióndeniveles,delos queobtenemoslos datos

farmacocinéticosy de histoespecificidad,los métodosmásutilizados son

los microbiológicospor difusión y los de cromatografíalíquida de alta

presión.El primero tiene varias limitaciones,comoesqueel sobrenadante

resultantede la homogeneizacióndel trituradoóseoseamásviscosoqueel

suerodiluido, con lo queno difundenigual en el agar,siendolos resultados

obtenidosno comparables,ni siquiera para concentracionessimilares;

además,si los nivelesséricose histicosson muy diferentes,no se puede

utilizar la misma cepa bacterianapara su determinación,sino dos con

distinta sensibilidad,introduciendoun factor diferencial en los resultados.

El método de cromatografíasuele ser más sensibley reproductible,pero

tiene un coste superior; por otro lado, determinaconcentracionesdel

antimicrobianoy sus metabolitospor separado,sin tener en cuenta la

actividadantibacterianade los mismos,cosaque sí ocurre con el método

microbiológico10.Porello, no esextrañoqueen algúntrabajodondesehan

empleadoambosmétodossimultáneamente,los resultadosseandispares89.

Casi todos los autores que han publicado trabajos sobre

concentracionesóseas de antimicrobianos, han utilizado el método

microbiológico de difusión en agar, al menos en los estudios

experimentales26.SS~8.IOá.l2S.lSl,162-164,166,215,226,229 Sin embargo, se

admitequela técnicaesproblemática.

En estudiosen clínicahumana,sehanutilizado ambosmétodos,

el mícrobiológico~202’210’261~5y el de cromatografíalíquida de alta

presión892M~267.

Otrosautoreshanempleadométodosisotópicos2<iW
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En nuestrotrabajo,llevamosa cabo la mediciónde los niveles

de fosfomicinaalcanzadosenhuesosanoe infectadoderatas“Wistar”, tras

administrar200mg. subcutáneoscada12horasdurante7 días,asícomolas

concentracionesséricas tras una sola dosis igualmente subcutánea.

Empleamos el método microbiológico por razones de economía y

disponibilidadtécnicafundamentalmente;además,nos interesabaconocer

la concentraciónefectiva,con actividadantimicrobiana,de fosfomicinaen

el focoóseo.

A partir de la curvadeconcentraciónséricaobtuvimosunaserie

de parámetrosfarmacocinéticosdel antibiótico (concentraciónmáxima,

tiempo máximo,hemivida,áreabajo la curvay constantedeeliminación).

En el sueroel “pico” seobtuvoa los 30 minutosdela inyección,

con un valor mediode 700mcg./ml.,con un tiempomáximode30 minutos

y unaconstantede eliminaciónde0’58 ir1. La hemividacalculadafue de

1’19 horas. El área bajo la curva desde O a 10 horas fue de 1384’64

(mcg./ml.)h.,y desdeO a infinito de 1390’16(mcg./ml.)h.

Los valoresobtenidosexperimentalmentepresentaronun buen

ajustecon la rectade regresiónsemilogarítmica,indicativo de unacinética

lineal adecuada, extremo éste ya comprobado en otros trabajos

experimentalesen conejos269’270.Comoya se ha comentado,estetipo de

cinéticadeeliminaciónesmásextrapolableal serhumanc«k

Las concentracionesóseasmáximasobtenidasfueronde 1 12’4

mcg./g.dehuesosano,y 185’8 mcg./g.dehuesoenfermo.En el “valle”, las

concentraciones fueron de 9’435 mcg./g. y 14’480 mcgjg.,

respectivamente.

Estos resultados son similares a los descritos por otros

autores26’215’262
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En nuestroanálisisde los resultados,no hemoscomparadolas

concentracionesséricascon las determinadasen hueso,porque éstasse

obtuvierontras7 díasde tratamiento,y aquéllastrasla administraciónde

unadosisúnica,por lo quedudamosde la validez deestacomparación.Sin

embargo,Norden~ en 1985 estudió estasconcentracionesen animales

tratadosdurante3 díasy enotros a los queseadministróunasoladosisde

antimicrobiano(ciprofloxacinoy tobramicina),obteniendoresultadosmuy

similaresy comparablesentreambos.

En cualquier caso, los valores obtenidos por nosotros se

correlacionanbiencon la eficaciade la fosfomicinademostradaen nuestro

modelo, pues la concentracióndel antibiótico en el hueso se mantuvo

siemprepor encimade la CMI de la cepaensayada.En algunostrabajos,

esta correlaciónde la concentraciónósea de un antimicrobianocon su

eficaciareal no sehaobservado271.

Por otro lado, las diferencias obtenidasentre hueso sano y

enfermo presentaronsignificación estadística.Esto es un dato cuando

menos curioso, descrito ya en los primeros modelos de osteomielitis.

Efectivamente,en los primerosestudiosde nivelesde antimicrobianosen

huesosanoe infectado162,ya se comprobóuna mayor concentraciónde

cefalotina y lincomicina en hueso enfermo. Los autores, Norden y

Kennedy, plantearonque podíadebersea restos hemáticos.Pero, tras

calcularla cantidadde sangrepresenteen el huesosanoy conosteomielitis,

éstepresentómayorcantidad,masen unacuantíadespreciablecomofactor

influyente, en función del nivel sérico de los antibióticos. Además,

cefalotinatuvo niveles séricos mucho más altos que lincomicina, y sin

embargosu concentraciónóseaenrelacióna la séricafue 10 vecesmenor

quela de lincomicina.
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En otros trabajos posteriores, se repitió esta diferencia,

observándose con cefaloridina163, rifampicina’~, gentamicina106,

sisomicina’~~’25,carbenicilinat25,cefalotinal%’229y cefamandol229.

Madery Wilson229en 1983, plantearonla mismacuestiónque

habían planteadoen 1971 Norden y Kennedy, pero en esta ocasión,

realizandoestudiosde perfusiónenamboshuesos,obtuvieronmenorflujo

enel huesoenfermoqueenel sano.

Comonota discrepante,podemoscitar los trabajosde Henry y

colsY~ en 1985, que encontraron mayores concentraciones de

ciprofloxacino y especialmentede vancomicina en el hueso sano

comparadocon el enfermo;para rifampicina, las concentracionesfueron

similaresen amboshuesos.

Así pues,ésta es una de las cuestiones,relacionadascon los

estudiosfarmacocinéticosen modelosexperimentalesdeosteomielitis,que

quedanpendientesderesolución.

Otro trabajo realizado para estudiar la farmacocinéticade la

fosfomicina en el animal de experimentación,esel de Olay y cols.26en

1983. Estos autoreshallaron las concentracionesdel fármaco en suero y

hueso infectadopor S. aureusen conejosblancos“Nueva Zelanda”, tras

administrar50 mg.Ikg. subcutáneosdurante3 días. Utilizaron el método

microbiológico.Obtuvieronel “pico” séricoa los 30 minutos,y enhuesoal

cabo de una hora de su administración.La difusión de la fosfomicina,

respectoal pico sérico,a médula,esponjosay cortical,fue del31%, 28% y

10%, respectivamente.Los niveles óseos alcanzadosfueron también

superioresa la CMI respectoal microorganismoinfectante.

Wittmann262midió en el hombrela concentraciónde diferentes

antimicrobianosen hueso,entre ellos la fosfomicina. Observó que ésta
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alcanzabaelevadasconcentracionesóseascomparándolaconel restode los

fármacos estudiados (cefuroxima, cefoxitina, cefalexina, cefotaxima,

oxacilina, azlocilina, mezlocilina y piperacilina), lo que atribuyó a la

similar estructura química que existe entre este antibiótico y la

hidroxiapatita,lo cual facilitaría la difusión a la porción inorgánicadel

hueso.

Vicentey cols.272estudiaronla difusiónde fosfomicinaafluidos

intersticialesen perros,comparándolacon la de cloxacilina, ampicilinay

carbenicilina. Obtuvieron mejores resultadoscon fosfomicina, lo que

relacionaroncon su escasa,casi nula, unión a proteínas,asícomo con su

bajo peso molecular. Posteriormenterepitieron el estudioen conejos273,

comparando en esta ocasión fosfomicina, ampicilina, cloxacilina,

carbeniellina, cefalotina,cefaloridinay cefoxitina.Observaronunarelación

inversaentredifusión a fluidos intersticialesy peso molecularasí como

unión a proteínas,logrando los mejores resultadoscon fosfomicina,

comparandoconlos otros antimicrobianos.

En el hombre, Sirot y co1s274estudiaronla concentraciónde

fosfomicinaen suero,huesoesponjosoy cortical ósea,comprobandouna

buena difusión al hueso, decreciendo las concentracionestisulares

paralelamentea las séricas,aunquelos niveles obtenidosen la cortical

disminuyeronmás lentamenteque en el huesoesponjosoy en el suero,

sugiriendoun cierto gradode fijación eneseterritorio.

En resumen,podemosafirmar que en nuestro rabajo se ha

comprobadouna adecuadacinética séricay óseade fosfomicina,acorde

con los resultadosobtenidosen el modelo experimentaltratadocon este

antimicrobiano,y con los estudiosrealizadosporotrosautores.

-134-



6- CONCLUSIONES

-135-



El modelodesarrolladomuestrala implicaciónreal y el poder

patógenodePseudomonasaerugínosaen la infecciónósea.

2.- El modelo desarrolladoes válido para realizar ensayos

terapéuticosconantimicrobianosen la osteomielitiscrónica.

3.- Fosfomicinaalcanzaconcentracionesóseasadecuadas,más

elevadasen huesoenfermo,en la rataconosteomielitiscrónica.

4.- Fosfomicina presentauna farmacocinéticaexperimental

sérica y óseaque permite plantearsu utilización para el tratamientode

osteomielitis.

5.- Hemos comprobado la eficacia de fosfomicina en el

tratamientode la osteomielitiscrónicapor Pseudomonasaeruginosaen la

rata.

6.- Consideramosquefosfomicinaesunaalternativaterapéutica

útil parael tratamientode la osteomielitispor Pseudomonasaeruginosa,si

bien se requieren ensayos clínicos que confirmen los resultados

experimentales.

7.- No se han encontradodiferencias significativas entre las

pautasde 14 y 28 días de duracióndel tratamiento. Se requierenmás

estudios paraconfirmar la eficacia de pautascortas en el tratamientode

osteomielitis.
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