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.JUSTIFICACI0N

La evolución de las

depende esencialmente tanto de 1

fagocíticas para ingerir y

como de la aplicación de una
Esto hace que sea necesario e

que se establecen entre

fagocíticas y antimicrobianos

han dirigido, fundamentalmente,

con un espectro de acción cada

la posible aparición de resi

Sin embargo ultimamente existe

enfermedades infecciosas

a eficacia de las células

destruir microorganismos

antibioterapia adecuada.
onocer las interacciones

microorganismos, células
<1). Los esfuerzos se

a desarrollar fármacos

vez mayor y a controlar
stencias a los mismos.

un creciente Interés

por el estud

y sus iniplio
lo de las

aciones cli

interacciones

nicas <2).

fagocito—antibiótico

Los antibióticos pue

leucocito-microbio de var

conocido son las neutropen
el fagocito puede provee

microorganismos frente a
podido comprobar como al

incapacesde penetrar en

eficaci a.

den

las

las
r

gun

la

i nterfer
formas

inducid
de una

antimicr
os de

célul a

ir en

, el

as. Po

protec
obi ano,

estos

perdi e

la relación
efecto más

r otro lado,
clón a los

asi se ha
agentes son

ndo así su

Pueden también interferir directamente con las

células fagociticas modificando su capacidad de quimio-

taxis e ingestión, por dítimo los antibióticos a ciertas
concentraciones pueden modificar la superficie del

microorganismo estimulando secundariamente la capacidad

funcional de los leucocitos.
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entre
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fagocitos, antibi

s mecanismos impl

ción de la terapia

Estos estudios

si consideramos que
comprometidos es d

infecciones oportu

En estos casos lo

que a la vez que act
facilitaran la labor

de la etapa previa

inmune espec=fica

en la capacidad b

neutrófi los.

pueden cobrar una

el efecto sobre
eterrninante a la

nistas, micóticas

ideal seria poder ut
uaran sobre el microor

del macrófago como cé

al desencadenami ento
(presentación de antfg

actericida de los PO

mayor importancia
enfermos inmuno-

hora de adquirir

y bacterianas.

Mizar fármacos

ganismo patógeno
lula responsable

de la respuesta
enos) así como

limorfonucleares

Por todo

para realizar

antifúngico de

ello creemos estar en un buen momento

este estudio con das antibióticos y un

gran uso clinico.

orados

tanto
áticos

i cados
antí -
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1.- INTRODUCCIÓN
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1.- INTRODUCCIÓN AL SISTEMA IN!4UNITARIO

Nuestro medio ent
de agentes microbianos
hongos y parásitos.
de forma incontrolada

orno contiene
como son los

Todos ellos si
dentro del hues

una gran dive

virus, bact
se multipí

ped podrían

a provocar
no rm.a 1 es
duración
1 nmuni tan

su muert
la gran
limitada.
o combate

e, pero
mayori a

Esto
estos a

en la

de 1

se deb

gentes

real i dad
as infecc
e a que
InfeccioSos.

en md

iones

el

Se conocen dos tipos de inmunidad:

pr] mera

* Inmunidad

línea de
barreras fisi
y el sistema

las diferentes

Innata

defensa.

co—qu¶mi cas

reticul o
clases de

(inespe

Aqul se
de las

endotel i

células

c=flc
inc

superfi ci
al <SRE)
fagociti cas.

es c
compu

* Inmuní

tras la intera

extraño y el

memoria inmiinol

marcha. Es por
inmunitario las

rizan: especific
no propio.

dad

cci 6 n
propio
ógi ca

tant
tres
dad,

adaptatí va

entre el
sistema

para el a
o la que

propí edades
memoria y

<espec¶fica>

agente reconoc

nmune, generan
gente que la

confiere al

que mejor la
discriminación

Aparece

ido como
dose una

puso en
sistema

caracte-
propio

El sistema

clases celul
proceden de

lfneas princí

i nmune
ares

cél ul
pales

comprende un conjunto
interrelacionadas entre
as pluripotenciales a
de diferenciación.

heterogéneo

si (3),

través de

rsi dad

en as
i caran
llegar

ivi

son
si st

duos
de

ema

a). Actua

luyen todas

como
las

ral es
por

orpo

esto

de
que

dos
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- La línea linfoide, que dará lugar a los linfocitoS~

- La linea mieloide, origen de las células fago-

citicas

Las células fagociticas se subdividen

clases básicas: los monocitos, que al pasar

tejidos se transforman en macrófagos, y los

polimorfonucleares, que pueden agruparse en
basófilos y eosinófilos, según la tinción
de sus gránulos.

en das

& los
granial ocitos
neutrófi los,
histológica

Todos ellos

hacia el lugar de la
de concentración de
taxis>, y una vez
unirse a él, englobar

poseen la

infí amación
sustancias
allí, rec
lo y destr

capacidad de dirigirse

atraídos por un gradí ente
quimí oatrayentes <qUltiii O-

onocer al agente causal,

uirl o.
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2.- MACRÓFAGOsY LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES

.

2.1.- ORIGEN Y DESARROLLO.

Hace aproximadamente un siglo, Metchnikoff (4>
observó que los leucocitos ingerian partículas y que
esta propiedad era indispensable para la defensa del

organismo humano frente a ciertas einfermedades, desde

entonces, los progresos en el conocimiento de las células
con capacidad de fagocitosis (fagocitos) se han sucedido

de forma ininterrumpida, merced al estudio tanto de
los fagocitos normales como de aquellos que presentan
alteraciones funcionales.

Los granulocitos neutrófilos, junto

citos y macrófagos hísticos constituyen
1guardlanes’ móviles del organismo contra
bacteriana, circunstancia que ha motivado
defagocitos profesionales”, a diferencia

citos, plaquetas y hematies que carecen

fagocítica.

con los mono—
os verdaderos

la infección
a denominación

de los linfo-
de capacidad

Tanto los leucocitos polimorfonucleares (P
como los macrófagos proceden de las mismas célu

primitivas de la médula ósea, así estas células
diferenciaran en monoblastos y mieloblastos (ng. 1
los monoblastos exhiben escasa avidez por las superficí

vitreas, son escasamente fagoci’ticas y su movilid
es lenta. En una fase posterior del desarrollo, célul
definidas como promonocitos presentan adherencia

vidrio. Su tamaño es relativamente grande (de 10

20 micras de diámetro>, su cociente citoplasma-nifcl

MN>

las
se

es

ad

as

al

a
eo
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MAcROFAGO DE LOS TEJIDOS

Desarrollo de los fagocitos ¡nononticleares.

Origen y desarrollo de los macrófagos y neutrófilos

MIELOB LASTO

PROMIELOCITO
BASOF [LO

Desarrollo de los granulocitos.

FAGOOCtIOA
(MEDULA ÓSEA)

FNOMONOCITO
(MÉDULA OSEA)

MONOCITO
(SANGRE)

Figura 1. (tomada

de Alexander y Good, 1980).
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desarrollado, granul

s células parecen capa
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tamaño (de 10 a

escotado

con el

gran

leo central

azul grisác

olgi des
por el

arro

ci
citicas y de una vida
los monocitos originan
y cavidad peritoneal), m
y contienen uno o más
corpúsculos de inclusión
gran tamaño.

Los macrófagos
largo tiempo, hasta

eo

llado y
topí asma,

media de
los macr

iden de 2

núcleos

micras

un ci
orante

Presentan un

os azurófilos

ces de ejercer
El siguiente

células mono—
18 de diámetro>

y toplasma que

col de Nright,

mitocondrias uniformemente

son activamente fago-

tres dias. Por último
ófagos tisulares (higado

O a 80 micras de diámetro

vesiculares y numerosos
o granulos citoplasmicos de

tisulares parecen cap

varios años, pudien

aces de vivir
do replicarse

o permanecer latentes (5>.

En la ot
puede dar lugar

eosinófilos y

uno de ellos
granulocitos,
basófilos. El
normalmente so

mielobí astos
una gran acumu

plasma basófil
aqui un gran
promi nentes

ra rama
a promi

de diferenciación

elocitos neutrófilos

promielocitos basóf

se diferenciará en
a saber, neutréfi
desarrollo de las

lo tiene lugar en

originan el promi
lación de granu
o, al igual que
núcleo ovalado

tambi!n presenta

líos <Fi
formas

los, eo
sen es

la médul
elocito q

los azuróf
en el mie
con uno

un aparat

el mieloblas
pramielocit
g. 1), ca
distintas
si nófí los

neutróf 1

a ~sea,
ue pres

ilos en

lobí asta,
o más nu

o de galgí

to
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de

y

5

a

1 as

lo
ent

su cito—

exí sten
cl eol os

desa-
rrollado y un retículo granular extenso con polirribosomas
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libres, con

el cociente

se reduce el
de golgi se a
maduras del
(generalmente

(cayados) (6>.

la maduración desaparecen los

núcleo-citoplasma se reduce a 1

tamaño celular, posteriormente
trofia y cesa la granulog~nesis.
granulocito son las células muí

de 3 a 4 lObulos> y las célula

nucleolos
a vez que
el aparato

Las formas
ti lobuladas
s en banda

Los neutrófilos pueden
circulación de la sangre o
de los vasos sangui neos
la reserva de granulocitos
el tiempo de vida medio
maduro es corto, tres dias

lación procedente de la

aparecer libres en la

adheri das a las paredes
estos ultimos constituyen

en circulación, normalmente

del granulocito neutrófilo
desde que llega a la circu-
reserva de la médula ósea.

células emigr
los espacios

nari al sistema
eliminadas por

an, atravesan
tisulares y

circuí atorí o.
los macráfagos

do el

raras
Su vida

(Fig. 2>.

endotel lo
veces, o
fi nal 1 za

2.2. - CARACTERISTICAS FUNCIONALES.

La base de la defensa del huesped frente a

fecciones por microorganismos invasores está constit

por los fagocitos, dentro de los cuales están lnclu
los leucocitos polimorfonucleares <PMN) y los fagoc

macrófagos. Estas células eliminan a los microorganl

invasores mediante toda una serie de mecanismos mi

bicidas que se ponen en marcha una vez que estos
sido ingeridos.

El proceso

ininterrumpida de
de fagocitosis comprende una serie

pasos que permiten que esta función

vas
nun
al 1

Estas

ar, a
retor

i endo

cuí

ca,
is

in-

ul da
idos
itos
smos
cro—

han
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saliendo de
sanguíneo

Figura 2. Esquema de la fagocitosis por leucocitos polimorfo-

nucleares (PMN> y macréfagos tisulares, después de que las

bacterias patógenas han atravesado la piel y han invadido
tejidos profundos. Los PMN llevan a cabo una fagocitosis

más eficaz que los macréfagos, pero estos últimos constituyen
la etapa previa para el desencadenamiento de respuestas inmunes

especffi cas.
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pueda ser llevada a

miotaxis, fagocitosis y

buen termino: Adhesividad,

actividad microbicida.

Adhesi vi
de adherirse

en las venula
respuesta infí

situadas en 1

el mecanismo

intervienen

los péptidos

agentes reí
nuc 1 eóti dos

dad. Los leucocitos

al endotelio vasc
s postcapilares, como

amatoria (7) y dependi

a membrana de los le

exacto de regulación

diversos factores

formilados, el factor

acionados con el
cíclicos, cationes

tienen
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ente de g
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no está
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proceso
.d i y a 1 en t e s

la capacidad
prí ncipalmente

paso en la

11 coprotel n as

<8). Aunque

muy claro,

fibronectina,

complemento,

inflamatorio,

etc.. (7,

9, 10, 11).

Quimiataxis. Los PMN

la capacidad de emigrar
y los macrófagos

a través de los tejidos,

emi
me d
es
su
ac
ce
ge
de

y

gracián
lante

la q
perfí ci
ti vadas
ndental
n eradas
i ncr eme
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un
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e
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iota

y 5
pH
su
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ser al azar
imulo qufmico
xis. Estos 1
ecretan enzim
tisular y qu
capacidad de

e la imflam

velocidad de

miento en la
la concentración

o dirigida especificamente

Inflamatorio, este proceso
eucocitos contienen en su

as proteolíticas que son

e cumple un papel trans-

emigrar. Muchas sustancias
ación tienen la propiedad

emigración (quiniioci nésí s
dirección de un gradiente

del agente (quimiotaxis):

- Productos bacterianos

en leucocitos como las

N-formulmetioninicos (12,

que md

endotoxi

13).

ucen

nas

qul

y

mi otaxí s

pépti dos

- Factores derivados del suero como

C5a y complejos antígeno-anticuerpo

la anafilotoxina

(14, 15>.

qui —

poseen

esta
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- Derivados del

se encuentran la
monohidroxilados

leucotrienos como

áci do
pro st

del
el B4

araqui dónico
aglandina El,
ácido araqui
(LTB4) (16).

Entre ellos

los derivados
d6nico y los

- Compuestos de lin

que pueden atraer a
de inflamación y retar

sensibilidad (17).

foci

los

dan

tos T y

macrófago s

las reacci

- Factores producidos

pueden estimular la
(18).

por las células

quimiotaxis en

monon u cíe ares

neutrófi los

Existen sustancias en los sitios

que inhiben la migración al azar de estas

que escapen de las zonas dañadas, asi,
cinas como el factor inhibidor de migraci

enzimas proteoliticas producidas durant

del complemento como el factor Bb,
pl asmí négeno asf como su factor actí vado

de
cél ul

estan

ón de
e la

la pl
r <11,1

inflamación

as evitando
las linfo-
mac r 6 f a g o
activación

asmina, el

9,20,21).

Todas estas sustancias quimiotacticas

la propiedad de actuar a dis
con ciertos receptores que s

de las células fagocíti cas
que para la transducción de
se requiere de reacciones
por 5-adenosin metionina

activación de fosfolipidos

evidencias sugieren que 1

está

lnduc

que

i nvol

idas
en

tancia mediante
e encuentran en

(16,
la

de
que
de

a p

22,
señal

trans

son
memb r a

rotel na

ucrada en la transducci
por qui mi oatrayefltes

a membrana plasmAtica

ón
(25>
exi

23>
para
meti
di rl
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su i

las

nteracci ón
membranas

Se ha observado
la quimiotaxis

lación mediadas

gidas hacia la
(24>. Recientes

kinasa C también

algunas señal es
e sabe también

esterasas que

cte

5

sten

B
en

ones

esti

los

de

muí ados
sitios

hi per—

tienen

estan relacionadas con este proceso (26>, en él también
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se producen fenómenos de despolarización y posterior

carga de la superficie de la membrana plasmática del
fagocito <16>, también se requiere de cationes divalentes

calcio y magnesio (27, 28) así como de nucleátidos

cfclicos AMPc y GMP0 (29, 30).

Los

mediante 1
delgadas, 1

del leucoci

llamada ur

contienen

contracti 1

y miosina

de actina

la base de

de las células

1 eucoc

a emi

itos

sión
se mueven
de unas pr

sobre

otubera

la

nci as
superficie

planas y
os pseudópodos, a la vez en la parte posterior

to se formará una cola de retracción tambiin
ápodo. Los pseud6podos a nivel estructural

microfilamentos que representan la parte

del citoesqueleto, constituidos por actina

entre otras proteinas (31), la transición

en su forma globular a fibrina, constituye

la clásica transición sol—gel del citoplasma

en movimiento (32>.

Se sabe que los agentes

estimular el ensatblaje de los
del mantenimiento de la forma

del movimiento así como aument

modo la polimerización de la

a la dirección de migración

tiempo un acortamiento de los mi

perpendiculares a esta (35>.

los microtubulos ha sido puest

tratamientos con colchicina,

ensamblaje de la tubulina

de la direccí

de respuesta

su movimiento

ón de desplazamien

a est<mulos qu

al azar (36>.

qulmiot~cticos

microtubulos, respo
celular, de la po

ar el GMPc ~t34>

tubulina sería p

produciendose al

crotubulos en direc

El papel que dese

a en evidencia con di
esta droga inhibe el

y produce una alter

to asi

imi otact

como

i cas

pueden

nsabl es

1 andad

de este

aral el a

mismo

ciones

mpeflan

versos
auto—

ación

una perdida

aumentando
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Fagocitosis

cono
eda

la

tic

a,
i ge

tic

Este proceso

cimiento e
ser ingerida

membrana del f

as de tamaño y
este material

no-anti cuerpo

ulas virales

rófagos
un recep

señal de

la part{cU

articulas

compí emen
se unen

ocito, est

ací ón.

Una

tor

for

la

ext

to
a

ep

vez

de

ma d

(37.)
raña

C3

este

roce

podemos

ngesti ón.

dividirlo en

Para que

ha de unirse a de

agocito; dependiendo
forma de la superfic

particulado puede ser
y componentes o

y células intactas

que se producen 1

superficie del fagoc
esconocida dando luga

El reconocimiento d

s va a estar mediado
by C5 ) y

facilitando

so se conoce

antí
su

con

dos

una
termi nadas

de las c

ie de la
desde co

elulares
en el c

as intera
ito se tr

r a la in

el microor

por comp

cuerpos

1 nteracc

el nomb

etapas

parti cuí a

greas

aracte—

partf-

mpl dos

hasta

aso de

cci ones

ansmi te
gestión

ganí smo

onentes

(IgG e

ión co

re de

IgM)

n el

opso-

En la membrana

toda una serie de

proceso

del macrófago se Han

receptores relacionados

- Receptores para las regi ores Fc de las Inmuno-

globu

reo on
encar
A2,

en

Fol

se

con

linas. As

ocen el

ga de aunie
la cual

cascada del

1, que reco

cree que

centrad ón

1 estan los receptores FoRI que

isotipo ¿.2a de las IgG, este se

ntar la actividad de la fosfolipasa

está relacionada con el mecanismo

ácido araquidónico. Los receptores

nocen el isotipo Ví y ~2b (38>,

su papel sea de mediador en la

intracelular del AMP~ <39). También

re

pu

de

ri s
cuí
ant
par

mac
con
una

de

op

del

que
fag
ni z

encon

con

trado

este

exí sten evidencias que indican la existencia



— 17 —

de sitios

‘¡‘3 del IgG

de unión
y del IgE

específicos

(40).

para el

- Receptores para el complemento. Son

<41>, estos pu
de la molécula

en su interacc

las partículas

son adheridas

macrófagos infí
En fagocitos mo

receptores par

papel de este
secrección de

taxis (43>.

eden
C3

i ón

ext

y
amat

non
a

u
1

re

i nte

reconocer distintas
pero han sido

con C3b y C3b
rañas envueltas

posteri ormente

orios gracias a
cleares tambien

a anafilotoxina

ceptor es el
rleukina-l e in

mej

1.
por
fagoc

estos
se ha

C5a

de

i ciar

porciones
or observados

Se sabe que

03b y C3bi

itadas por
receptores

n detectado
<42>. El

inducir la

la quimio—

- Receptores p

la capacidad de

glicoproteinas

y N-acetilgluco

Se desconoce la

ara manos

1 macrófag

que tien

samina o
función

pero se cree que podr

raccionar cón determi

en la fagocitosis.

En la membrana de los PMN

a-fucos a

o perito

en como

residuos

exacta de

la ser otra

nados eleme

tambí en

Se ha descrito
neal para reconocer

terminal manosa

de fucosa (44).

estos receptores

forma de inte-

ntos microbianos

se han descrito

recept

el C3b

ores

del

para la porción Fc de

complemento (45).

La internalización de las

que requiere de una adherencia
leucocito a los ligandos unidos

de circunferencia, este es un

tambien denominado zipper (46,

no están en densidad suficiente

las IgG así como para

part
de

a

proc

41
pa

icul as

los
la p

eso

ra

es un proceso

receptores del

articula a modo
de ‘cremallera

Si los ligandos

que ocurra este

1 soti PO

CRí y CR3
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Lisosama
primario

Formación
de un

lisosoma
secundaria

Mitocandria

Vacuola
primaria

Retícula
endoplásmíco

Corpúsculo residual

Fusión de vacuolas

Aparato de Golgí

Figura 3. Representación esquemáti ca de las estructuras vesiculares

.y granulares de un fagocito (tomadas de Alexander y

Fusión para formar un fagolisosoma

Fagasoma

Exocitosis

Retículo endopiásmico rugoso

Good, 1980).
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fenómeno de reconocimiento
ficie no se mueven
de la membrana, este

Una vez formada en

vesi’cul as fagoc<ticas

nuclear, guiadas por

que requiere energia
de proteinas citoplásni

(48). La

div al entes

además de

i ngesti 6

(calcio

otros fac

El la zon

se convierten e

fusión con los 1

las vacuolas e

o si los

lo suficiente

receptores de super-

en

proceso se detiene

la periferia del

se dirigen hacia

los microtdbulos
y que utiliza un
icas contractiles <

n es

y mag

tores

dependi e
nesio) y

(37).

a perinuclear,
n lisosomas
isosomas prima

ndocfticas o

la fase liquida

en la fijación.

leucocito las

la zona peri-
en un proceso

a gran cantidad
actina y miosina)

nte de lcs
pos iblemente

las vacuolas
secundarios de

nos, de forma
fagosomas p

cationes

del AMPc~

endociticas

spuís de su

alternativa,
ueden unirse

con lisosomas secundario
algún momento entre la fo

endosomica y la formaci
los contenidos empiezan

de membrana, receptores

sp

rmac
ón

a

ci top

reexistentes (Fig. 3). En

ión inicial de la membrana
del lisosoma secundario,

acidificarse y porciones
lásmicos así como algunos

de sus contenidos son devueltos a la superficie celular.

Dentro del

como algunas
digeridos a

cas (49). Las

carbono. comp

reducidos a

11 sosoma,

protel nas
pH ácido po

macromol écul

lejos y hp

subuni dades

los

de
r

as
id

de

contenidos

la membrana
más e 40 enzi

com roteinas

os digeri

o peso

d

op

son

pequefl

fagoci tados
pl asm&ti ca

mas hidro-

hidratos

dos hasta

molécul ar

que pueden escapar

A diferencia de
pueden expulsar mater

virtud de un proceso 11

del lisosoma hasta el

los
las

amado

neutrófi los,

residuales no
exoci tosi s

citopí asma.

los macrófagos
digeridas en

as 1

son
1 íti

de

ser
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Los cambios metab6li

citosis son además de 1

aumento de la glicolisis,
de las pentosas, un aumen
oxigenada y del lón super

de lipidos, recambio del AR

cos que acompañan a la fago—

a liberación enzimatica, un
una activación de la ruta

to de la producción de agua
oxido, así como la sintesis

Ny quimiluminiscencia (50,51>.

El estallido respiratorio que se

de que

produce

a supero

asociada
dores de

La fuente
la ruta d

protei na
como NADH

la

un
xi d

a

parti cul
alto co

o en una

la membra

la respí

de NADPH

e las pen

que in

(52, 53,

a ha sido ingerida
nsumo de oxigeno, e

reacción catalizada
na y que es insensib
ración mitocondrial,

para la oxidasa 1

tosas, esta oxidasa
Vitre’ podría utilí

54>(Fig. 4>.

por el

ste, es

por una
le a los

utiliza
a proporc

seria una
zar tanto

fagocito

reducí do
oxidasa

inhibi —

NADPH.

i onaría
flavo—

NADPH

Con el estallido respiratorio

oxigeno consumido se transforma

la oxidasa y luego por mediación

superóxido se transformaría en agua

202 + NADP > 2O~ + N
Oxidasa

la gran mayoría
ría en superc5xido

de una dismutasa

oxl genada:

ADP+ + H +

20 + 2H > 0~ + 2H20

Di smutasa

En este proces

tipo b (55). Tanto
forman parte de una

desde el NADPH al

se pueden formar r

o está implicado

la flavoproteina

cadena transport

oxígeno (56>. En

adicales hidroxilo

un

como
adora

todo

por

citocromo del

el citocromo

de electrones

este proceso

la Interacción

produce después

del

por

de
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glucosa

4
glucógeno —*~ glucosa-6-P

NAQ

lactato plruvata

kciclo TCA

CLAVE DE ENZ<MAS
(5) glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
© NADI-( oxidasa~»deahidrogenasa láctIca ligada a NADH

03 NADPH oxidasa
(¡3 deshldrogenasa láctIca lIgada a NADPH

GSSG reductasa
GSH peroxídasa

NADP

NADPH

11202

lactato

piruvato

H20
H202

02

Figura 4. Vias oxidativas del neutrófilo humano (tomada de Cline,l975>.
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de los perdxidos de hidrógeno y los superdxidos:

+ H202 >0K + 02 <“02”>

Asimismo puede

singletes de oxl’geno
luz (57> aunque esta

o peróxido de hidrógen

aparecer un estado excitado, los

pueden revertir a 02 para generar

luz podria proceder del super6xldo
o (50).

Mecanismos microbicidas. Estos pueden ser divididos
en oxigeno-dependientes y oxígeno-Independientes:

- Mecanismos oxigeno-dependientes.

1.— Mecanismos oxígeno-dependientes

independientes, cuentan con la acc

de los derivados de la reducció
molecular, el superóxido y el
hidrógeno así como la formación
hidroxflicos (53, 58>.

mieloperoxid
lón microbic

n del oxfg

peróxido
de radical

asa

Ida

eno

de

es

2.— Mecanismos oxfgeno-dependientes mieloperoxidasa

dependi entes

2.1.- Activación de halógenos. Los distintos

halógenos intracelulares como el bromo y
el yodo, pero especialmente el cloro y el
yodo son activados por la presencia de agua

oxigenada y mieloperoxidasa. Dicha enzima

es una hemoproteina (59>, se combina primero
con el agua oxigenada formando un complejo

enzima-sustrato que puede oxidar a una serie

de componentes entre los que se encuentran

los iones haluro, esta oxidación da lugar
a un hipo-halógeno con un poder bactericida
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muy acentuado (58>. La reacción es:

Halógeno + H202 + mieloperoxidasa

--—-> hipo-halógeno

En el caso

pri nci pal

muy tóxico
puede dar

agentes

oxl’geflo

de 1 ión

prod ucto

A part

lugar a
oxi dantes

y las clorami

cl
es

ir
la

como

n as

oruro perece qu
el ión hipoclo

de este product
formación de

los singletes

(60, 61>.

2.2.— Descarboxilación de
básica es la siguiente:

aminoácidos. La reacción

R-CHNH2-COOH > R-CHO + CO2 + NH3.

Esta reacción, controlada en

peroxidasa degrada muchos

de la membrana bacteriana,

la muerte del germen (62>.

parte por
de los

lo cual

la mielo—
aminoácidos

da lugar a

fagocitos h

oxfgeno qu

superóxido
s uperóxi do

a formació

el imi nada

catal 1 za

an de protegerse contra los

e son altamente tóxicos,

es eliminado por la a

dismutasa, (ya vistas) que

n de agua oxigenada, esta

por dos sistemas <58>, la

la reacción:

H202 > H20 + 02

y el sistema glutatién
reductasa

peroxi dasa — glutatión

2GSH + E1202 > GSSG +

Glut. Peroxidasa

GSSH + NADPH + H + > 2GSH + NADP +

+ H20

e el

rito,

o se
otros

de

Los
de
1 ón
la
al
es
que

radi ca

así

cci ón
da lu

a su

catal

les
el

de

gar

vez

as a

H20

Glut. Reductasa
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- Mecanismos oxígeno-independientes.

Cambio de
fagosoma

do láctico

pH. El
lleva
y áci

meta

al
do ca

bol

a
rbó

ismo anaer

rapida pr
nico con

pH disminuye hasta cifras que
6,5 y 4. Este es suficiente por
matar una serie de microorg
Streptococcus pyogenes o detener

de otros como Escherichia coli (49>.

fluctuan
si solo

ani smos
el crecimi

entre

para

como

ento

2.-

lis ar
mur ámi

muchos

Li beración

bacterias
co y la

germenes

3.- Lactoferrina.

de ligar

bacterias

su normalme

4.- Protei

nueve prote
acídicos y

de muchas

Parece que

ser diferente
consecuencia,

de ellas puede
cróní cas
microorganismos

ávi

de

tabo

de lisozima. Esta

rompiendo la unión
N-aceti 1 glucos ami na

gram—positivos (63>.

Esta proteína

el hierro
microelemento
(64>.

damente
este
1 i smo

nas catiónicas. Son u

mas de bajo peso molécu

que interfieren con
bacterias Impidiendo
el efecto de cada una

sobre di
a carencia

asocí arse

debidos

(65>.

enzima
entre e

prese

puede

1 ácida
nte en

tiene capacidad

privando a las
necesario para

n

lar

el

su
de

stintos gérme
genética de u

con procesos

a

conjunto de

con grupos
metabolismo

crecimiento.

ellas puede
nes y, en

na o varias

infecciosos
determí nados

5.- Defensinas. Son moléculas pept<dicas

actividad antimicrobiana muy variada (66).

1.—~
del

áci

obi co
oduccí
lo c

dentro

ón de
ual el

con
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3.- Caracteristicas

seleccionados.

de los microorganismos

3.1.- Escherichia ccli.

Son
bacilar

forman
de 2
Posee

en la
bacteri

formand

gui rse

germenes gram—negativos, moviles y con

fueron aislados por Escherich en 1881
esporas y son relativamente pequeños, pues

a 3 p de longitud y de 0,4 a 0,6 >~ de anc
flagelos perítricos y fimbrias o pili especiali

transferencia cromos6mica durante la conjug

ana. Algunas cepas son capaces de producir ca
o grandes colonias mucoides, que pueden di

facilmente de la variedad lisa habitual no c

lada.

La pared de las bacterias gram— negativas está
constituida, desde el exterior al interior, por una
membrana externa, una capa de peptidoglicano, un espacio
periplasmico y la niembrana citoplásmica. La membrana

externa hace posible que los bacilos resistan a los

factores de defensa del huesped, como la lisozima o

determinadas proteínas leucocitarlas que suelen ser

muy tóxicas para las bacterias gram—positivas, estas
bacterias al ser huespedes habituales del tubo digestivo,

están protegidas contra su degradación por las sales
biliares y por las enzimas digestivas.

Por
como una

bacterias
y que por

gram— posi

otra pa

barrera

contra

lo tant

ti Vos

rte, la membrana externa se comporta
de permeabilidad que protege a las

ciertos antibióticos no difusibles

o, solamente son activos sobre gérmenes

Macról idos, novobiocina, cl indamicina,

forma
No

miden

hura

zados

ación

psul a

sti n-

aps u-
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ácido fiflcsico (67).

La membrana externa está constituida
elementos constitutivos (Fig. 5>:

por distintos

- Fosfolípidos.

es parecida a

conforman una ca

La compo
la de la

pa biniolecu

sidón en
membrana

lar hidrófoba.

tos fo

ci topí

Li popol i sacáridos. Abarcan tres reglones

distintas:

pol iosfdica

0, el “cor

y el Lípido

Las molécu

consti tui da
unidos a
la fraccí

lisas la

5,

e”

1

5

1

ón

q

Las cadenas laterales

A

as

p
as

PO

ue

que transportan

o nucleo de PO
unido al “core

de lipopolisa

or 6 o 7 ácido

gí ucosaminas

liosídica de lo

lleva consigo

o secuencias

las especificidades
lisac¿YIdo de base,

por un trisac~rldo.

cárido (LPS) están

s grasos saturados,
del disac~rido; es

s LPS de las cepas

las especificidades

O de las bacterias de las que proviene. Los LPS
++

unidos entre ellos por iones Mg , lo que asegura,
de esta manera, la estabilidad del conjunto.

Los LPS o endotoxinas son los responsables del

‘shock” por bacilos gram—negativos, cuando tiene

lugar la lisis bacteriana en la circulación

sangul nea.

- Protel
di ferent
OmpA. La

del conj
gí icano,
de agua,

hldrófi 1
lipidica,

nas
es,

1 ip

unto
los

que

as a

Exi ste
entre

oprotei

de la

poros
permí te

través
tiene

una
ellas
na mu
membr

son

n el
de

un

gran canti
los poros

reina asegU
ana externa

canal es

paso de

la membr
papel

protel nas

protei na
abi lidad
peptido-

llenos
écul as

fosfo-

de

1 ¶pidos

asmica

dad de

y la

ra la est
con el

protei cos
pequeñas mol

ana externa

de difusión
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Cápsula de poí¡sacárídús

Fepí ¡dogl ¡caro

Meuwbrau,a c¡iopl rw~ca

Membrana exíerna

Poros yL~ popo 1 isacá ridos=endoío~dnas

Upoprofriíii&s 1 —I —~~~~1
1

Pepiidoglicano

Beialacti.musuiS —

.

Eniimus.dianun = PBP
Espacio peripUsmico O
Membrana interna eiioplasm~IiCa IIIIItInm, man 11111 minI ¡MII 11111’ 1111 III i#IIbuIIi mían n,m,~, u

No existe en •od,s Iu% bacterias.
pAr Proteínas lijadoras de penicilinas.

O RAM-POSITIVO

GRAM~NEOATIVO

Figura 5. Estructura de la pared bacteriana (tomada de Bingen, 1987>.
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nutrientes (68).
los poros y los
determinan la ori

los primeros a la s
ristica funcional
barrera hidrófoba

moléculas nutriti
al mismo tiempo,

moléculas mayores,

antibióticos, así

plásmicas,

Existe una interacción entre
LPS, puesto que estos Gítimos

entación y la exposición de

uperficie bacteriana. La caracte-

de la membrana externa es la

que permite el paso de las

vas esenciales, pero impidiendo
la penetración al interior de

como las enzimas o determinados
como la salida de enzimas peri-

El peptidoglicano es un

cadenas lineales de N—acetil—D

N-acetil murámico. Estas cad

unidas entre sí por cadenas
que contienen L—alanina, ácido
y D—alanina. Estos tetrap~ptidos
de sus extremidades al ácido

la otra a otro tetrapéptido,
por medio de aminoácidos suplem

En la sintesis del peptidoglicano

transgl i o
nas de poí

Interviene
dipépti do

speptidació

ria un pap

lo tanto,

olasa que
isacári dos

cortando el
de alanina,

n, de este

el en la regu
en el grosor

pol fmero
—gí ucosami na

enas polios

cortas
D—gl u
están

N-aceti

bien

ent ar

tres

asegura la
entre si y

puente entre
Impidiendo

modo 1

1 ación
del p

de

támi
uni

compues
y de

idicas
tet

ce,
dos

1 murámi
di rect ame

ios (pent
enzimas e
formación

la carbox

a

de

epti

to de
áci do

estan
rapépti dos

L-lisi na
por una

co y por

nte, bien

aglicina)

sencí al es,

de las

1 pepti dasa

los dos pépt

por ello

carboxi pepti

la síntesis

doglicano

idos

la

das a

y,
69).

Los betal
peptidasas y las
de estructura en

de alanina.

act ámi co

c arbox i

tre el n

s actuan inhibiendo

peptidasas, gracias a
úcleo betalactámico y

las trans—

su analogía

el dipeptido

un a
cade

que
del

tran

tend

por
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La unión de
fijadoras de

la inhibición

la detención

estos betalactgmicos

penicilinas (PSP) es la
de la sintesis de pepti

del crecimiento bacteriano.

El espacio peri
externa y la membrana

las enzimas capaces

las betalactamasas.

pl ásmi

citopí
de hi

co situado

ásmica, es

drolizar

en

don
os

res

dogí

tre
de s

bet

o proteinas

pons ab le
icano y

de
de

la membrana

e encuentran
al act6mlcos;

La niemb
doble capa de

para las molé
de longitud y

grasos que la
en la masa de

la difusión

membrana. Las
plásmica por
proyectado h

rana
fosf

cuí as

pía

ol ip
Po 1

smáti ca
idos cuy

ares) est

está const

a permeabi 11

á influida p

ituida p

dad <muy 1

or la va

por el grado de saturación de los ácidos

componen. Ciertas proteinas que “flotan”

los fosfol¶pidos son pernieasas que facilitan
y el transporte activo a través de la
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3.2.- Staphylacoccus aureus
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el estafilococo
Rosenbach desc

es estén

racis

Koch en

en pus

ribió

cos gram-.positivos
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(pyogenes) aureus y Staphylococcus

actualmente clasificados en dos

(Staphylococcus) de la familia Microc
en 1930, introdujo la primera cl
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Las más elaboradas frecuentemente incluyen

hemolisinas (alfa, beta, gamma, lambda),
no hemolítica (produce degranulación de

y toda una serie de toxinas pi rog~nica
y B, enterotoxina y TSST-l ) . Producen as

extracelulares <coagulasa y estafiloqui
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La infección
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C. albicans se encuentra presente con frecuencia

en las mucosas normales de la boca, vagina y tubo

digestivo. No suele sen patógeno para el hombre sano

pero puede actuar como tal en personas afectadas por

otnas enfermedades (p. ej; línfonias malignos, diabetes

graves, sida etc..) y los individuos que han sido intensa-

mente tratados con medicamentos antibacterianos o trata-

mientos inmunosupresores, cuando se hacen invasoras

por estas circunstancias pueden producir diferentes

tipos de lesiones, agudas o crónicas, más o menos
diseminadas.

La candidiasis oral consiste en unas placas b
en las mucosas de la boca y faringe, están comp

por hitas y levaduras, suele darse en recien n

infectados durante el parto y en paci entes en e
terminal de enfermedades caquectizantes como por e
la carcinomatosis. Otra es la que afecta a la
vaginal, candídiasis vulvovaginal. La invasión d
tejidos bronquiales y pulmonares es en general
cuencí a de la obstrucción bronqul al cróní ca, por e

el carcinoma bronquial.
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Una forma de evitar

su habilidad de formar tubos
de las células fagocitica

hifas dificultan enormemente

penetrar en los tejidos

levaduras (78).

la muerte intracelular es

de germinación en el interior
s, tambien la formación de

su fagocitosis y le permite

más facilmente que como



- ~37-

4.- EFECTO DE LOS ANTIMICROBIANaS SOBRE LAS CELULAS
FAGOCITICAS

:

El que una enfermedad infecciosa pueda prosperar
depende en gran medida de la capacidad de las células

fagocíticas para ingerir y destruir los microorganismos

patógenos, así como de una quimioterapia adecuada;
esto hace que sea necesario conocer las interacciones
que se establecen entre microorganismos, células fago—

cíticas y antimicrobianos <81).
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(82). Este ant

medular, suele

en el proceso
casos menores

estreptomicina
(86), y B-lact

se han descrí

carbenici lina

(90), nafcilina

El mecani
antibióticos no

parece que en el
y rinfamnpicina

los precursores

producidos por
parece inmunológ

ibiótico -puede producir una grave aplasia

ir acompañada generalmente de una detención

de maduración de la médula ~sea. Otros

se han descrito con gentamlcina (83>,

(84), rinfampicina (85), sulfamidas

ámicos (87>. En derivados penicilínicas

to en relación con penicilina G (87),
<88), cloxacilina (89>, piperacilina

<90>, oxacilina (91> y meticilina (92).

smc de producción de neutropenia por

está muy claro (93>, así por ejemplo,

caso del cloranfenicol , sulfacotrinoxazol

se produce una toxicidad directa sobre

mieloides <94). Sin embargo
antibióticos ~—lactámicos el

ico (95).

en

mec a

los

ni smc
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rior d
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celular (96).
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enfermedad

rat amiento
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Mandel 1

vió que 1
exterior

la membrana célular y actuar

frente a los microorganismos

activan en su interior. Los
ar una protección para algunos

a determinados antibióticos

penetración intracelular o

inactivados. Así por ejemplo

ciones por Staphylococcus en

granuloniatosa crónica no

con penicilina ni estreptomicina
de penetración por la pared

utilizando penicilina mancada

a mayor parte del isótopo pernia-
de los leucocitos polimorfanu—

cleares y que Staphylococcus preví amente fagocitados,
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incorporaban mucho menas antibiótico que
necian sin fagocitar (97>.

los que perma-

Con otros
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os result
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i ntervi en

a través
ración se

en además un sistema de transporte
de la membrana y se ha comprobado que su

inhibe competitivamente por nucleósidos

activo
i ncorpo-

(107).

Por último, 1

lípidos, como
virtud de sus

uieren consumo de

os antibióticos
rifampicina y

propiedades
energia (97>.

con buena solu

cloranfenicol
fisico-quimicas

c/— Efectos sobre las células fagocíticas

las bacterias

ultimos años s
la posibilidad
los mecanismos d

empleados en el
dos microorgan
las bacterias
con concentrac
pueden alterar
de crecimiento

(108>.
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de E. coli y Staphylococcus

itorias de penicilina (111>

en

en
req

bi í i dad
pasan

y no

de

úan

ul r
el

las



— 41 —

yclindamicina (112), estimulan la fagocitosis y actividad
bactericida de los PMN.

En 1979 Pruul y McDonald <113) demostraron que

E. coli previamente tratado con una concentración sobre-
inhibitoria de cloranfenicol <4xCMI) durante un corto

periodo de tiempo (10 mini era suficiente para aumentar
su susceptibilidad a los mecanismos microbicidas de

los PMN, denominaron a este fenómeno PALE (Postantibiotic

Leukocyte Enhancement Y Este efecto en fase postanti—
biótica se consi guió tambi en con cortas exposiciones
de StaphylococcL¡5 aureus, Escherichia colí y Pseudomona

aeruginosa con penicilina G (114>, aztreonam (115>

y lomefloxacina (116>.

Las alteraciones producidas por los antimicrobianos
sobre los microorganismos no están muy claros, así

p.e. se sabe que la previa incubación de Streptococcus

con clindamicina modifica su superficie con perdida
de la proteina M produciendo un aumento de la fagocitosis

y digestión del microorganismo por las células

fagocíticas (117>.

Es posible que el aumento de la susceptibilidad

tras la exposición a los antibióticos como los
betalactámicos sea debido a que debiliten o disminuyan
el grosor de las paredes de las bacteria y permitan
a los agentes bacterioliticos acceder más facilmente
a la célula extrafia. En este sentido algunas cefalospo-
rinas reducen la formación de la cápsula de una cepa

de Klebsiella pneumoniae y favorecen su ingestión (118>.

La repercusión clínica de estos hallazgos no
está totalmente comprobada, aunque es posible que estos
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cambios en
contri buyan
de defensa.

la superficie

a aumentar la

de las
efi cací a

bacterias
de los

patógenas
mecani smos

di— Efecto directo de
las funciones de los fagocitos.

actuar directamente sobre los
principales funciones como son
y capacidad microbicida <119>.

los antimicrobianos sobre
Los antibióticos pueden

fagocitos alterando sus
quimiotaxi s, fagocitosis

Este hech
tratamiento de

presentan alter
como en la cel
a las infeccione
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pacientes inmunoconprometidos,

aciones tanto en la inmunidad

ular y por tanto están más

s oportunistas (micóticas y bacte

en el
estos

humoral
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rl anas)

Muñoz
las tetraci

mi croorgani 5

autores han
ciclinas tie

(121>, la
microbi ci da
validez de
comprobar en
produce en
se han encon

(124>. El
celular por
monof osfato

y Geister (120> demostraron, en 1950, que

dinas inhibian la capacidad de fagocitar

mos de los PMN. posteriormente, diferentes
comprobado que diversas formas de tetra-

nen un efecto inhibidor sobre la fagocitosis

movilidad celular <122) y la capacidad

(123), sIendo este dosis dependiente. La

estos hallazgos “in vitro” se refuerza al
voluntarios, que la ingestión de tetraciclina
los leucocitos las mismas alteraciones que
trado al incubar las células con antibióticos

cloranfenicol inhibe el metabolismo intra-
interferencia con la ruta de la hexosa-

y tambiin puede afectar a la movilidad

de las células (125, 126).

Del mismo modo la
a la capacidad migratoria

en tromi cina
de las células

puede

<122)
afectar

y las
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sulfamidas interfieren con la fagocitosis y la actividad

microbicida (127). Dentro de los farmacos bactericidas,
la rifampicina puede interferir con la capacidad migra-

toria de las células <128), asi como con la producción

del anión superóxido y con la quimioluminiscencía

de PMN (129). Otros estudios con ciprofloxacina, norfloxa-
cina y ofloxacina sobre PMN no han mostrado alteraciones

funcionales. Existen estudios discordantes en relación
con los efectos de aminoglicósidos y betalactámicos,

así a modo de ejemplo mientras Ferrari y cols <130)

demostraban que los aniinoglicdsidos, especialmente

gentamicina, inhibian la actividad candidicida, otros

investigadores obtuvieron una respuesta normal (i21 ).

Esta variabilidad parece depender en gran parte
del método emp
de los estudios
estudios compar
a diferentes
estabí

micos
a los

ecidos
teni an
1 eucoc

alteraci on

anti bi óti c
inhiben la
diente (13
fagocitosis
bicida (133).
de los antib
es conocido,

capacidad de

Inici
poca

1 tos,
la
es

lid
La

32>
El

lóti

es de
os de

movi
1>.

(1

leado
En

at i vos,

y las
la actu

que
concentraciones

almente se

capaci dad
sin embargo

capacidad tu
te grupo. La

ad celular y
ampi ci lina

y la cefalo

mecaní smo
cos betalact

diversas

alidad son
incluyen

y utiliza
penso que

de afect
tambien

ncional de
cefoxití na

el efecto es
y cefotax

tina la c
res pon

ámi cos

c anac
valor

varios

n mét
los

ten sticas
ables los

fármacos
odas bien
betal actg-

ar directamente
se han descrito
PMN con algunos

y cefoperazona
dosis depen-

ima inhiben la
apacidad micro-

sable de

sobre

la acción

los PMN no
pero parece estar en relación con su

fijarse a la membrana de la célula y

modificar su superficie.
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Muy poco

antifangicos en
La anfotericina

se sabe sobre la interacción

las funciones de los leucocitos

B es el unico agente que ha

<le
h urna

los

nos.

estudiado
de los
así alg
de la
de. la
1 Mg/ml
ficativa

cercanas
inhibir
ci tosi na
1 umi ni sc
(134).
descrito
de célul
Abruzzo

mini scen
e itrac

PMN
unos

qui
mue

(1
de

a
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se
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y
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sobre su
aunque las
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36) . Otros
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conclusiones pued
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osis y muerte solo
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137,
reducí
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las fUnd
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reducción si
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(137). 5—flu

como un inhibidor
ningun efecto en 1

derivados imidazól
como supresor de 1

umanas (138) o sin f
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R
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39),
i 1 u—
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1 des

y cols (141>, encontraron un efecto inhibidor

quimiota
los PMN

5 .ug/ml
taxis y
ci tosi na
de las

terapeuti cas.

xis, fagocitosis y metabolismo oxidativo de
por anfotericina 8 a una concentración de

mientras que ketoconazol potenciaba la quimio—

la muerte intracelular a 5 pg/ml . La 5—f 1 uoro—
fluconazol y cilofungina no afectaron a ninguna

funciones de los PMN a concentraciones

Todos estas
aciones que se

imicrobianos , t
especial al
mecanismos de

estudios permiten
establecen entre

eniendo en cuenta s
tratar pacientes
defensa.

conocer mej

las células
us posibles e
con alterado

sido bien

de la

reí

ant
en
los

or

y
fec
nes

las

los
tos,

de
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5.- CARACTERíSTICAS
SELECCIONADOS

.

DE LOS ANTIMICROBIANOS

5.1.- Cefotaxima.

La cefotaxi ma es un antimi crobí ano perteneci ente
al grupo de las cefalosporinas de la 3A generación,

son »-lactámicos, con un anillo betalactámico unido
a otro de di hi droti aci na. Posee una cadena 1 ateral

de aminotiazol y otra de axime (Fig. 7).

Mecani smc
la síntesis de
de acción son
(PBP>, estas

transpepti dasas
implicadas en
pared (70>.

de
la
las

prote

y
la

acción. Actuan interfiriendo
pared celular bacteriana y su 1
proteinas fijadoras de penicil

mas estan constituidas por
las carboxipeptidasas que

síntesis del peptidoglicano

Espectro antimicrobiana. Se ha
actividad mediante pruebas “in Vitro”
germenes: Staphylococcus, Streptoc

Streptococcus faecalis es poco sensible)
pneumoniae, E. col], Citrobacter, Klebsiella

aerogenes, Serratia, Proteus, (indol posit
negativos), Haemophi lus influenzae

,

Clostrldium, Salmonella, Shigella y
resistentes: Enterococo, Listeria
Clostridium diffici le, Legionella

,

Bacteroides fragilis y la mayoría de
del género pseudomonas. Sus combinaciones

glicósidos suelen ser sinérgicos y raramente

en
ug ar
i nas

1 as
estan

de la

demostrado su

frente a los
occus, (el

Str e pt oc oc cus
Enterobacter

ivos e indol
Nei sseri as

Yersinla. Son
mo n oc yt oge n es
Ací netobacter

,

las especies

con amino-
antagñni cas.

Resistencias. La resistencia a cefalosporinas

puede ser o por p—lactamasas o por perdida de perrneabi—



- 46 -

lidad por
biótico a
de todas

ser raros

porinas, dificultando así el paso del
través de la pared bacteriana hasta lo

formas en tratamientos con cetotaxima
los desarrollos de resistencias.

Farmacocinética.
difunde bien en los
líquido cefalorraquid
Inflamadas. La unión
del 40%, posee una vid

dose una concentració
via intravenosa y de
La excrección renal se

y secrección tubular.

anti -

5 PBP,
suelen

No es absorbible por via oral,
tejidos pero penetra poco en el
eo cuando las meninges no están

a proteínas puede alcanzar niveles
a media de 1 a 2,5 horas alcanzan-
n sérica máxima de 102 ug/ml por

20,5 ug/ml por via intramuscular,
realiza por filtración glomerular

La cefot
encontrandose

antibacteriana
y 145>.

axima
desacet
similar

se metaboli
1 lcefotaxima

a la cefot

za

con

axima

en el hi
una acti

(142, 143,

Indicaciones terapéuticas.

- Como terapia inicial

con compromiso vital
infecciones de heridas y

en infecciones gr

(septicemias, neumon

tejidos>.

- En infecciones urinarias
por bacterias multiresistentes.

- Tratamiento

(colagenitis,

complicadas

de infecciones severas

neumonias, pielonefritis >

lizadas, producidas por
a cefazolina y penicilinas

- Infecciones

a penicilinas.

bacterias

semi si nteti cas.

severas en pacientes

produci das

localizadas

o genera-

resi stentes

al ergi cos

gado,
vi dad

144

aves

i as
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- Meningitis por Haemophilus

,

Klebsiellay E.coli

.

- Gonococia, incluidos los
productoras de fl-lactamasa.

ocasionados par cepas

Reacciones adversas. Alergia a cefalosporinas.

5.2.— Netilniicina.

Es un aminogí
(un derivado N-etilsi
sustancia estable e h
unidos a hexosas.

icésido derivado de

somicina), se presenta
idrosoluble <Fig. 7.>.

la sisornicina
como sulfato,
Ami noazúcares

Mecanismo de aoci
noglicósidos inhibi
erferencia con la

ón a uno o más

ón. Actua
endo la

acti vi dad
lugares ri

al igual
s< ntesi 5

de los
bosómi cos

que los demás
proteica por

ribosomas. Su
puede además

de inhibir, provocar

al producirse errores

En altas concentracio
alteraciones de la
en medios alcalinos y

anaerobias (146>.

la
en

nes
par
con

sfntesis de

la lectura

la netilmic

ed. Es bact
menor activ

proteínas extrañas
del RNA mensajero.

ma puede ocasionar
ericida muy activo

idad en condiciones

Espectro antimicrobiano.

- En bacterias g.ram-negativas. La netilmicina
es activa frente a un amplio espectro de enterobacterias:
E. coli , Enterobacter ~p, Klebsiella ~, Proteus ia.
Salmonella ~, Shigella ~p, Serratia ~p, Citrobacter

~p y Yersinia ~p. Tambien es activa frente el meningococo,

gonococo y Haemophilus intluenzae. La netilmicina

es menos activa contra Acinetabacter IP> Bacteroides

ami
1 nt
uni

II

II



- 48 -

fragilis y otras bacterias anaerobias gram—negativas.

— En
la mayoria de
epi dermi di 5

,

St re pt oc oc u

5. faecalis se

bacterias gram-positivas.

las cepas de Staphylococ
con otros cocos gram—

pyogenes , Streptococcus

crean resistencias.

Son sensibles

cus aureus, 5

.

positivos como

pneumoniae y

Resistencias. Tiene
incompleta con gentamicin

(las cepas amicacin-resist

a netilmicina pero nunca al

una resistencia cruzada
a y parcial con amicacina

entes son siempre resistentes

contrario)

Los mecanismos de resistencia que pueden darse
son dos:

- Por
general
modifio
como s
fosfotr
Estas

inhibir

enzimas inactivantes o modificantes.

todos los aminoglicásidos pueden
ados en su estructura por enzimas bacter
on acetiltransferasas, adeniltransfer
ansferasas y nucleotidiltranster

modificaciones los hacen ineficaces
la sintesis proteica bacteriana.

En
ser

1 anas
asas,
asas.

par a

- Por impermeabilidad. Se
nución en la capacidad de

biótico al interior de
por mutación y consí ste
proteina Hl de los puntos
glicrisidos existentes en

Esta proteína bloquea lo
los cationes divalentes
lugar de unión de los

produce por una dismí-
penetración del ant]-

la bacteria, suele ser
en un bloqueo por la
de unión a los amino-

la membrana externa.
s puntos de unión de

<calcio y magnesio>,

antibióticos catiénicos

como polimixinas y aminoglicésidos.
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Farmacocinética. La absorción
en nula, posee una vida media de

unas concentraciones séricas máxi
después de una inyección intrave

netilmicina, mientras que por in
a igual dosis se alcanzan niveles de

oral
2,5

mas
nosa

yecci
7,1

de la
horas

de 6
de

ón
mg/l

neti lmi cina

alcanzando
a 8 mg/l

2 mg/Kg de
intramuscular

La combinación de
sm&ticas es muy

25%. Penetra
món y circuí

noglicosidos,
filtración gí
los tubulos.

inistrado en
los riñones,

la netilmicina con
baja, del orden que va

poco en el liquido c

ación fetal. Al igual q
la netilmicina se excreta
omerular, siendo parcialmen

Se sabe que un 40% del
tratamiento a pacientes
preferentemente en la c

las
desd

efal
ue

por
te r
ami n

se
orte

protei ras
e O hasta
o ira q u 1 de o,

los demás
el rifion

eabsorbi da
ogí icosí do

deposi ta
za renal.

Indicaciones terapéuticas.

- Útil en Infecciones producidas por Enterob

o Pseudomonas

.

acteri as

- En pacientes con infecciones urinari
biliar y gastrointestinal, peritonitis,

pleuropulmonares, cutáneas, tejidos

osteoarticulares, septicemia e intecc

pacientes granulop~nicos con cancer,
por germenes sensibles al antibiótico.

as

1 nf

tracto

ecci ones

blandos,

iones en
causados

Reacciones adversas. Los dos
principales de la netilmicina son
la nefrotoxicidad. Se han descrito t

de las transaminasas y de las fos

hiperbilirrubinemia, tronibocitosis,

efectos sec

la ototoxi
anibién un

fatasas al
prol ongací

undarí os
cidad y

aumento

cal 1 nas

ón del

pía
un

pul
ami
por
por
adm
en

F



- 51 -

tiempo de protombina, exantema y fiebre medicamentosa

(147>.

5.3.- Fluconazol.

Es un antifúngico
estructuralmente de los pri
en que el anillo imidazól

sustituido por un anillo tri
la eliminación de un punto

y le confiere una mayor espec
fúngica desmetilasa. Por o
de un segundo grupo triazól
y resistencia a la degradació
unidos a las propiedades den
del grupo fenil, han incr

bi s-tri azól 1 co.

meros antifúngicos a
ico característico h
azólico, lo que ha s

de degradación met
ificidad frente la
tra par tr

ico ha
n metabó
vadas de di
e me n t a do

te,
eleva
1 Ica.
1 ra

la

Difiere

zól icos
a sido
up uesto
aból i ca

a enzima
la in oducción

do su potencia
Estos cambios,
cal sustituido

polaridad del

compuesto, dando
plasm’aticas (Fig

como resul
.7 Y

tado una baja unión a proteínas

Mecanismo de
ser la lesión de
permeabilidad de

vitales, lo que
y muerte celular de

deleterea es la
ergosterol como con

tilación del C-l
lanosterol en ergos
C-14 demetilasa,

P-450. (148).

acción. El mecanismo principal
la membrana celular, aumento
la membrana y pérdida de el
provoca trastornos del nieta

los hongos. La clave de esta
inhibición de la biosfntesi

secuencia del blociueo de la

4 en el proceso de conversi
terol , paso mediado por la
que es dependiente del cit

Espectro antimicrobiano. Fluconazol
ser un potente y eficaz antífúngico in

parece
de la

ementos
bali smc
acción

5 del
de s me—

ón de
enzima
oc r o mo

ha demostrado

Vivo” frente
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a un amplio espectro
Candida, Cryptococcus

,

de hongos y levaduras, incluyendo

Aspergillus y dermatofitos.

En pruebas con modelos animales de infecciones

superficiales, como dermatofi tosi s y candi di asís vagí nal
se ha comportado con una potenci a de acción hasta 10
veces superior a la de ketoconazol . En la candidiasis

sistémica el fluconazol ha resultado ser hasta 100

veces más activo que el ketoconazol y tener una potencia
equivalente a la de anfotericina B y de 10 a 20 veces
mayor que la de ketoconazol

La actividad “in Vitro” de fluconazol frente
a ciertos patógenos seleccionados no se corresponde

con su actividad ‘1in Vivo’ en otros modelos de infecciones
animales, así en un estudio de susceptibilidad con

fluconazol comparado con ketoconazol, este último se
mostró 16 veces más efectivo frente a distintas especies
de Candida albicans “in Vitro’ mientras que fluconazol

fué 24 veces más efectivo “in Vivo” (149>.

Resistencias. No se han detectado resistencias

man as
stenci a
azól i cos

aunque algunos
de resistencias

estudios parecen

cruzadas con otros

indicar

anti fúngi

gua, su

alta bi
bro-espi
entraci o

puede
ces.

Farmacaci
unión a
odi spon

nal y
nes.

néti ca.
protei nas

ibi lidad,

se excre
Fi uconazol

El fluc
es muy

penetra

ta en la
es metabo

onazol es

baja propo
bien en e

orina en

1 i camente

recuperar más del 90% de la dosis

sol uble
rci onando

1 fluido

grandes
estable,

en orina

pri
exí

tri

la
cos

en a
un a

cere
conc
y se
y he
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La absorción después
untarios humanos es

relativas en piasma

r 1 mg/Kg se obtiene 1
estudio de la dist

smo indican que pue
iones ocasionacb.,s e
s como el tracto

de una
buena; se
altas, p.

A ug/ml.
rl buci ón

de ser

n un
gastrol nt

administración oral
obtienen concentra-

e. después de sunii-

Los datos obtenidos
del fármaco en el
efectivo frente a

variada numero de

estinal, el tracto

y el sistema nervioso central (150).

demás

fluido
del 60

La mayor

azoles es
cerebro-e
al 80% de

Estudi os
(50 mg/dia) han

diferencia

tá en su
spinal, se

los niveles

con dosis
produci do

entre
ni vel
han

en

el fluconazol
de penetración

alcanzado concentr
suero.

muí
una

tiples
pequeña

de

ac umu

y los
en el

aciones

tí uconazol
ladón de

fármaco

de 1,05
y 28 re
gator -5

media en

en el tiempo

2,21 2,37
specti vamen

Reference
plasma de

con unos
y 2,62 ug

te (Pfizer
Manual, 1

una sola do

picos de

¡ml en 1
Central

986>. El
sis fué de

niveles
os dias

Research
ti empo
22h

Indicaciones
en el tratamiento

terapéuticas. Fluconazol
de las siguientes micosis

está indicado
candidiasis,

tanto local

candi di asi s
como las
endocardi ti
peritonitis
tanto en su
y otras di

indicado en

aquellos

izadas (candidiasis orofaringeas, esofágicas,

oral atrófica crónica> candidiasis vaginal)
formas sisténiicas o invasivas (candidemia,

s por Candida, endoftalmltis por Candida

,

por Candida...>; en las criptococosis,

forma meníngea como en su forma pulmonar
ferentes localizaciones. Igualmente, está

la profilaxis de infecciones fúngicas en

pacientes especialmente predispuestos a padecer

en vol
ci ones

ni stra
por el

organi
1 nfecc
organo
urinario

en
l,.7

In
de

pl asma

14,
vesti -

vida

1!
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estas infecciones <SIDA, paci entes oncológicos, paci entes
trasplantados,

Reacciones adversas. No se conocen, fi uconazol

suele ser bien tolerado en dosis por encima de

400 mg/dia, pueden darse algunos casos aislados
esfol i ación de la piel y toxicidad hepática.

etc. )

de
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2..- OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Son
mani fi esto

muchos los estudios
que los antimicrobi

en los
anos no

los microorganismos para los que son
que además pueden interferir en la f

de las células tagocíticas, actuando

las funciones básicas del fagocito
cambios morfológicos y funcionales o
microorganismo invasor, facilitando así s

y fagocitosis por los leucocitos. Este
es determinante en aquellos antimicrobi
una mala penetración intracelular y
el microorganismo termina cuando este Ql
por el leucocito; muchos de estos

en su interior.

En nuestro trabajo

aspectos:

- En el estudio de la

sobre los fagocitos se utilizó
dos antibióticos ampliamente

con una discreta capacidad de
como fagocito se escogió al ma
la primera por su importante
inmune específica (presentador de
porque existen muchos trabajos

especí
unción
di rect

o bien
n leta

u reo
últi

anos

su a
timo e

pueden

hemos estudiado

acción directa
cefotaxima y

uti 1 izados
penetración

crófago por
papel en

antígenos>
con PMN

ficas

microbi
amente s

i nduci
les en

onoc 1 mi
mo asp
que ti

colón s
5 fagoci

sobrev

sino

ci da
obre
endo

el
ento
ecto

enen

obre

tado
i vi r

estos das

de los
netí lmic

en cli

i ntracel u

dos razo
la respu
y la seg
y pocos

AM
1 na,
nica

lar,
nes;
esta

unda
con

macrófagos

Se valoraron
las siguientes

las modificaciones

funciones celulares:

producí das

que
sol o

se po

ac tu a n

ne de

sobre

en

- Adherencia a placas MIF.
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- Capacidad de movilidad.

Movilidad espontánea.

Quimiotaxis.

- Capacidad

- Capacidad

adherente.
de fagocitosis.

En el estudi o del efecto indirecto de los AM

en la capacidad micrabicida del leucocito

además de los dos antibióticos antes men
nuevo antifúngico azólico; el fluconazol.
debido a la importancia que han adquirido en

tiempos las Infecciones micóticas oportunista
mente en pacientes Inmunocomprometidos. Como

se escogieron los PMN <fagocitos profesional
microorganismos un bacilo, un coco y un hongo;

se en
ci onados

Se inc
los últ
s espec

1 eucoc

es> y
Escheri

coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans

.

Se valoraron:

- CMI , CISC
- Curvas de 1
- Cinéticas

previamente t

y C125.

etal i dad.
de crecimiento de los microorganismos

ratados con antimicrobiano.

- Susceptibil

tratados con

de los leucoc

idad de los microorganismos

antimicrobiano a la acción

itos polimorfonucleares.

previ amente

microbicida

sayó

un
1 uyó
irnos
ial -

itos
como
chía
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3.- MATERIALES Y METODOS
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3.1.- MATERIAL

.

Ani mal es

Para la obtención de macrófagos hemos empleado

ratones de la raza Balb/c tanto hembras como machos

con 12 semanas
21 g, suministrados

y con un peso comprendido

por

entre 19 y

la casa Panlab S.A. de Barcelona.

Agua

Se utilizó agua, desioni zada y esteri 1 izada

autoclave.

Solución salina tamponada con

La solución fisiológica utilizada tiene la siguiente

composición por

- CíNa
- PO4H2K

- PO4HNa2

Solución

litro:

7,20 g.
0,44 g.

1,54 g.

salina

Se preparó disolviendo 9 g. de dNa en un litro

de agua destilada, esterilizando la disolución en auto-

clave y conservandola en nevera a 4~C.

Medio de cultivo para células

Se ha utilizado como medio de cultivo para PMN

en

fosfato

y macrófagos solución fisiologica de Hanks (HBSS),
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preparado con la siguiente composición por litro:

- HBSS sin Ca~~ Mg~~ ni NaHCO3.

- CíNa.
- KCl

- Na2HPO4.
- KH2PO4.
- Glucosa.

2H20

8 g.
0,4 g.
0,048 g.
0,06 g.

1,0 g.

- Reactivos adicionales para HBSS completo.

- CaCl2..
- NaHCO3.
- MgSO4.2
- MgCl2.6

0,14 g.
0,35 g.

H20 0,16 g.
H20 0,1 g.

Preparación de HBSS al 0,1% de gelatina

Un gramo
en 100 ml de
baño maria para
nuación a 90 ml

para obtener ¡-IB

de gelatina purí

agua destilada
licuaría. Se g

de HBSS se le
SS con gelatin

fi cada

estgri í
uarda en

añade 10
a al 0,1%.

(Sigma) se
y se cali
nevera; a

ml de la

disuel ve
enta al

contí -

gel atí na

Solución isotónica de cloruro amónico

Se pesan:

- Cl NR4..
- NaHCO3.

4,16 g.

0,42 g.

Todo se
500 ml.

añade en agua destilada estéril hasta
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Azul de tripano al 4%

Se pesan 4 gramos de

disuelven en 100 ml de agua des

colorante en polvo y se

ti lada estén 1

Caldo de MUeller—Hinton

suelven 21
un litro de
iza en autocí

gramos

agua
ave a

de caldo
estéril, se

1219C durante

MUel 1 er—Hi nton

mezcla bien
15 minutos.

Caldo de Triptona—Soja

ven 30 gramos
litro de agua

en autoclave a

de caldo
estéril, se

1219C durante

Tri pton a-Soja
mezcla bien

15 minutos.

Agar de Mueller—Hinton

Se suspenden 35 gramos

litro de agua destilada
ver el medio por completo

9C durante 15 minutos.

de Mueller-Hinton <Oxoid)

estéril y se hierve hasta
Se esteriliza en autoclave

Agar de Triptona-Soja

Se suspenden 40 gramos

en un litro de agua destilada

disolver el medio por completo

a l2l~C durante 15 minutos.

de Triptona-Soja <Oxoid>

estéril y se hierve hasta
Se esteriliza en autoclave

Agar de Sabouraud

Se suspenden 65 gramos de Sabouraud

un litro de agua destilada estéril y se h

disolver el medio por completo. Se esteriliza

a 1212C durante 15 minutos.

(Oxoid> en
ierve hasta

en autoclave

(Oxoi
y se

Se di
d) en
esteri 1

(Oxoi
y se

Se di
d) en
esteri 1

s ue 1
un

i za

en un
di sol
a 121
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Caldo de YNB (Yeast nitrogen base mediun) al 1% de

glucosa en tampón fosfato

.

Se prepara la siguiente composición:

- Medio YNB <Difco>.

- Glucosa
- Cloranfenicol
- Sulfato de gentamicina..

A continuación se

tampón fosfato 0,01 M.

3,35 g.
5 g.
0,2 g.
0,02 g.

disuelve todo en 500

Aparatos

.

— Nevera <Zanussi
- Autoclave

- Estufa (Se
- Espectrofo
- Medidor de
- Balanza de
- Micropipet

- Microscopi
- Agitador d

- Centrifuga
- Baño de ag

<Selecta Autester>.

lecta)
tómetro (Hitachi U-iba>.

pH electrico (Giralt>.

precisión (Precisa 80A -

as fijas y regulables <Gil
o óptico (Nikon SE).
e tubos (Heidolph Reax 200

de precisión (Selecta Med
itación (Selecta Unitronic

200 M>.
son).

itroní c )
3200 R>.

Material de laboratorio

.

- Cámaras de Boyden
- Homocitometro de
- Placas MIF
fagocitosis.
- Filtros de estere

- Tubos de 5 ml con A
- Tubos c6nlcos de 1,5
tapón incorporado (Labcli

Neubauer
Steri 1 i n>

s de
EDT

cel ulo
desec

ml
nics>

para

sa (Mil
hables
en po

adherenci a

1 i pore)
(Labcl i

lipropí 1

y

nies)

ena con

ml de
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- Tubos con fondo .cí5nico de 20 ml

- Jeringas estériles de un solo u
- Puntas para micropipeta (Soria

- Maten al fungible: Matraces,

y tubos (Simax y Schott Mainz>.

(Labcl ini

so <Soria
Greiner>

pipetas,

cs )
Grei ner>

probetas

Reactivos

.

- Alcohol
- Alcohol

- Alcohol
- Xileno
— Caseina
- Glucosa
-. Cloruro
- Cloruro
- Cloruro
- Cloruro

- Cloruro
- Fosfato
- Fosfato
- Bicarbon
- Fosfato
- Diff-Qui

- Gelatina
- Azul de
- Azul de

Panreac)

(Panreac
( Panreac

etílico
metf 1 ico
propflico Y
Panreac>
purificada (Sigma).
(Kodak>.

amónico (Sigma).

¡nagnesico (Panreac).
sbdico (Parireac>.

potásico <Panreac).
cálcico (Panreac).

magnésico (Panreac>.
disódico (Sigma>.

ato s6dico (Panreac>.
monopotásico <Panreac).

ck <nade>.

(Sigma>.

metileno <Pa

tripano (Mer

Esteri 11 zaci ón

nreac

k)

El material y los medios utilizados
en autoclave a 1202C y 1,5 atniosferas de

15-20 minutos.

se esterilizaron

presión durante
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Obtención del suero.

El suero que se utili
fagocitosis se obtuvo de

de individuos sanos que se
estériles. Se dejó coagula
y tras retirar el coágulo
minutos a 800 g.

zó en
sangre
recogi
r a

se

los estudios de la

venosa de un grupo
é en tubos de vidrio
temperatura ambi ente

centrifugó durante 20

Poster
de cada 10
500 ul , con

a utilizar
sobrante.

iormente se
donantes y

gelandose a

se descongel

realizaron pooles de

se envasaron en a

- 30~C. La cantidad
aba y se deshechaba

los sueros
lícuotas de

que se iba

el volumen

Microorganismos

.

dio se uti
negativo,

positivo

Todos 1

ara todo el estu
5922 como gram—

5923 como gram —

0231 como hongo.

ron y se renovaron cada
-Hinton o Triptona-Sola

Saboureaud para candidas.

lizó Escherich
Staphyl ococcus

y Candida

mi croorgan
horas en

caso de

os

72

en el

ia coli
aureus

al bi cans
ismos se

medio de
bacteri as

Antí microbianos

.

Se utilizaron una cefalosporina de 3~

axima (potencia de 928 mg/g, sumíni

st Iberica s.a.>, un aminoglicósido,
ncia de 586 mg/g, suministrado por Sc

y un derivado azólico, fluconazol (p
suministrado por Pfizer, s.a.). Se

concentrados en solución salina y se
su uso posterior.

generación,

strado por

neti lmicina

heri ng-Essex
otencia 998

prepararon

congel aron

P

ATCC 2

ATCC 2
ATCC 1
cultiva

MUeI 1 er
y medio

cefot
Hoech

(pote

s.a.
rng/g,

muy
para
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Los reactivos empleados así como los aparatos

utilizados en cada una de las tecnicas realizadas seran

especificadas durante la descripción de las mi smas
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3.2.- METODOLOGÍA

.

3.2.1.- EFECTO DIRECTO DE LOS ANTIMICROBIANOS
SOBRE LAS FUNCIONES IMPLICADAS EN LOS MECANISMOS
MICROBICIDAS DE LOS MACRÓFAGOS PERITONEALES MURINOS.

3.2.1 .1.— Concentraciones
estudiados.

de los antibiñticoS

Para nuestro trabajo se utilizaron al icuotas

(previamente preparadas>
concentradas en solución
de Hanks (HBSS> hasta
requeridas (mayores, lgua
terapéutica alcanzada en

de cefotaxima y
salinayse diluyeron

alcanzar las conc
les o menores a la co

pl asma).

neti lmicina
en solución
entraci ones
ncentraci ón

Para cefotaxima

12 60 y 120 mg/l y para

las concentraciones fueron
netilmicina 0,5 2 8 y 32 mg/l.

1,2

3.2.1.2.- Obtención y recuento de los macrófagos.

con

di s
(si
un
(Fi

Ratones de la raza Balb/c fueron anestesiados
eter (Analema) y seguidamente sacrificados por

locación cervical. Una vez descubierto el peritoneo
n abrirlo) se inyectaron 3 ml de HBSS a 42C y a

pH entre 7,3 y 7,4 con agujas y jeringas esteriles
g. 8>.

El abdomen se masajeó con suavidad durante
minuto y se extrajo la suspensión de macrófagos
después se colocó en tubos de plástico a 4~C

temperatura (151>. El recuento celular se realizó
una c&mara de Neubauer o hemocitómetro considerando:

un
que

de

en
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a> El número de célul
con macrófagos, contadas
parte superior e inferior

la fiabilidad a la hora
tipos célulares que se

peritoneal, se empleó el

esterasas no especi fi cas con

con el método de Koski

al menos el 95% de las célul
y el resto eran hematies y 1

b)
cada

1,0

Co nt a

al es

La corrección
cuadrante de

1,0 x 0,1 mm y
r las células
de 0,4 mm:3. Pa3

por cada mm
obtuvi mos
orrecci ón

del
la
por
de

ra co

tuvimos que
un volumen de
era de 2,5.

as
en
de

de
e

an
oc.

niorfol ogicamente c
los 4 cuadrant

la camara. Para

distinguir los
ncuentran el
álisis cit ico
-natil-buti de

152). Según

as obtenidas
i nfocitos

volumen se hizo

cámara tenía unas
tanto un volumen

los 4 cuadrantes,

nocer el número d

en

oquim
rato,

ompatib les

e s de la
comprobar
distintos

liquido

de las
acuerdo

los resultados,
eran macrófagos,

consi derando
dimensiones

3de 0,l,mni
el volumen

e macrófagos
por 2,5 ymultiplicar 0,4

1 mm . Por tanto el factor

La viabilidad ce
con el colorante vital
empleadas en los estudi
superior al 85%.

lular se
Azul de

os tenían

estudió

Trí pano

siempre

paralel amente

Las células
una viabilidad

3.2.1.3.- Adherencia.

estudio del
a adherenci a

(MPM) se reali

efecto
de los

zó de la

de los ant

macrófagos
siguiente forma:

i mi cr
peri t

Se colocaron 100 ,ul

macrófagos ¡mí) en las plac
entonces 100 ul del antib
de las dosis a estudiar,
los pocillos controles.

de suspensión celular (1x106

as MIF (Sterilin>. Se añaden

iótico concentrado al doble
remplazandose por HBSS en

que
de
al

tot

asi
de c

El
sobre

muri nos

obí anos
oneal es
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Después

humedad, se

procedi endose

de 30 minutos de incubación a 37% con

agitan los sobrenadantes vigorosamente,

al recuento de los MPM no adheridos.

El indice
la ecuación:

de adherencia (I.A.) se calculó

- Mf
I.A. - x 100

Mf

en donde
número de

M. = numero de macrófagos Iniciales y Mf el

macrófagos en el sobrenadante.

3.2.1.4.- Estudio de la movilidad del macrófago.

- Preparación de la tecnica.

Se empleó una
descrito por Boyden

modificación de

<14).

1 método originalmente

La cámara de
(Fig. 9) consiste en
por un filtro (b)

que impiden la ca
y solo pueden ser
migración activa.

de 3 um para la
um para los estud

1300>

pol ieti leno (Mark—it-Engineering)

dos compartimentos (a y o) separados

cuyos poros tienen un tamaño tal
ida de las células por mera gravedad

atravesados por los macrófagos por
Se emplearon del tipo Millipore M.F;

quimiotaxis (SS. WPO. 1300) y de 8

ios de movilidad espontanea <SC. I>JPO.

Despues de montada
dejando libre el ori

para poder proceder

la camara, se selló con

ficio del compartimento
al llenado del mismo

pl asti -

inferior

con una

segun

lina
(e)
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u1

e

Cd)

Camara de Boyden para
(a) compartimento superior; <b)

<c) compartimento inferior;

los estudios de movilidad:

filtro de nitrocelulosa;

Cd) suspensión de macrófagos;

(a)

‘4
(b)

e

(c)

(e)

Figura 9.

<e) orificio de entrada para el quimioatrayente.
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solución que será distinta según el estudio que

cemos

- Quimiotaxis.

En nue

caseína pur

de Wilkinson

inferior de

stro estudio se utilizó como
ificada (sigma> preparada

(153>, tras inyectaría en

la camara se procedió al selí

qu

seg

el
ado

imioatrayente,

ún el método
compartimento
del orificio.

El la parte superior
300 ul de la suspensión de
previamente fueron incubados
con HBSS durante 30 minutos a

(Fig

cél ul
con

37~C

9,
as
el
en

d) se depositaron

<2x106 MPM/ml > que
antibiótico o bien

baño de agitación.

Una vez llenas las ca
3 horas a 379C con un 100%
atmosfera de CO

2 del 5%.

a su tinción y lectura.

maras se incubaran
de humedad relativ
Posteriormente se

durante

a y una
procedió

— Movilidad espantanea.

Se siguió el mismo método empleado en el estudio

de la quimiotaxis, con la variante de que se sustituyó
el quimioatrayente por HBSSI

- Lectura y recuento.

Tras final
a desmontar las

y teñirlos sigui

izar el periódo de incubación,
camaras, extraer los filtros,

endo el siguiente proceso:

se procedió

fijarlos

real i -
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1- Meta
2- Alco

3- Agua
4- Hemat
5- Agua

6- Agua
7- Alcoh
8- Alcoh
9- Alcoh
1 0-Xi lol

nol al
hol etf
desti 1

oxi 1 i n
desti 1
del gr
ol etí
ol pro
ol pro
puro.

50%..

lico al 75%..

ada...

a...
ada..
1 fo.
lico al 95%...
p4lico al 98%..
pflico/xilol (1:1).

La lectura se realizó en
de 100 aumentos y se contó
que atravesaron el filtro hasta

en 20 campos al azar.

microscopio
el número
llegar a su

con un obje

de macróf
cara infer

3.2.1.5.- Adhesién y fagocitosis.

Se utili
se depositaron
concentración

incubó durant
a 379C, de

no adheridos

zaron
1 00~

de
e 30

esta

(Hg.

placas
nl de
lxl o6

minutos
manera

10).

MíE (Steril
la suspensión

MPM/ml . ) ; PO
y se lavé co

se eliminaron

in) en las que
celular <a una

steriormente se

n tampón fosfato
los macrófagos

Paralelamente candidas cultivadas en me
Saboureaud se tomaron con un asa de siembra y

uspendieron en HBSS esteril, homageneizándose

pensión. Se ajustaron entonces a una concentra

14X106 Cándidas/ml y despues de comprobar su viabil
azul de metileno (viabilidad superior al 95%>

ubaron en dos tipos de soluciones distintos:

dio
se

la

ci én
1 dad

se

6 mm.
2 mi n
2 mm.
2 mm.

2 mm.
5 mm.
5 mi n
5 mm.
5 mm.
5 mm.

ti yo
agos
i or

de

res
sus

de
con
inc
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- En una
100 pl de

solución A: Con
la suspensión de

40 .ij

c&ndi

1 de HBSS por cada
das <Sin suero).

— En una solución B: Con

100 til de la suspensión de

40 .1V

c&ndi

de suero por cada

das. <Con suero)-

durante 30 minutos, a 379C en bailo de agitación a 60rpm.

A cada pocillo de las placas MIF con los macrófago s

ya adheridos se
de la solución
previamente opso

correspondiente
En los pocillos

por HBSS.

les

o
a

A

ni z

(al

añadió 1
B según

das o no y

triple de

00 nl de HBSS, 100 x¡l

se trabaje con cándidas
100 ul del antimicrobiano

la concentración deseada).

control se sustituyó el antimicrobi ano

Despu& de 30
a 37~C con humedad,
con tampón fosfato

fijaron con metanol
con eosina y hematoxil

ini nutos
se proce

a 37~C
durant e

i na.

de incubación
dió a lavar

Fig. lO~segui

5 minutos y

en estufa
las placas
damente se

se tiñeron

Tras dejar transcurrir un período de

24 horas a temperatura ambiente,
de 100 macrófagos anotandose

- El número de
de 100 macrófagos

se procedió

candidas adheridas en

(capacidad adherente).

secado de

al recuento

un total

- El número de cándidas fagocitadas en un total

de 100 macrófagOs (capacidad fagocitica)
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3.22.- EFECTO
ACTUANDO SOBRE
5. aureus y 0.

MICROBICIDAS DE

INDIRECTO DE LOS ANTIMIGROBIAMOS
LA SUSCEPTIBILIDAD DE E. cali

,

albicans FRENTE A LOS MECANISMOS
LOS PMN.

32.2.1.- MicroorganiSmOS y antimicrobianos-

Para el estudio se utilizaron un gr
Escherichia coli ATCC 25922, un gr
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y un hon

albicans ATCC 10231. Los antimicrobianos
betalactámico; cefotaxima, un aminoglic&sido
y un derivado triazólico; fluconazol.Se determi

centración minima inhibitoria (CtlI) para cad

por el método de macrodilución en tubo

el fluconazol se calculó además de la CMI

am- n e g at i y o;
am-positivo
go; Candida

fueron un
netí lmicina

nd su con—
a bacteria
154), para

la 0150

y la CI25~

Los
en soluc
500 pl y

antimi crobí
ión salina,

se congelaron

anos
se
en

se prepararon muy concentr

repartieron en alícuotas
nevera hasta su uso.

3.2.2.2.- Ajuste de
optica.

Para determinar el
o nos servimos

fin se prepararon
representación de

acterias y 540 nni
ufc/ml. Se part

los microorganismos por densidad

número

de un

unas
la den

para ca
15 de

de ufc/ml en todo el

espectrofotómetro, con
rectas patrón resultado

sidad óptica <a 580 nm
ndidas> frente al número

un tamaño de inóculo

de íO~ ufc/ml
e YNB-Glucosa

30 minutos en

en c
par

los

aldo de Milelí
a hongos, se
que tras medir

er-Hinton
tomaron

su DO.

para bacterias
muestras cada

se plaquearon

ados

de

estudi
este
de la
para b
de
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agar de Mueller
estufa a 372C.

uento en placa p

bles (Fig. 11)-

- Hin
Al

ara

ton o Sabouraud y se

dia siguiente se procedi
determinar el número de

nc u bar o n

ó a su
colonias

Los valores de

,3 para E. coli y
suspensión de 10

utilizado fué de
ulo de 5x106 - 101

ab
de

8

sorbanci a más utí 1 izados fueron
0,25 para 5. aureus obteniendose

ufc/ml . En C. albicans el dato
0,11 para obtener un tamalio de

ufc/ml -

3.22.3.~ Obtención y recuento de los PMN.

a la obtención de
<por extracción

donantes sanos en

acetic acid), sem
4 ml a 16 ml de un
nato sódico cont

(155), se agitó
fria a 49C para
a 55 g durante
se eliminó el

de la misma
una segunda
5 ml de soluci

tubos con

ezcló bien

a solución
enidos en
durante 15

lisar los

10 minutos
so br en ad a nte

mezcla anter
vez. El pelí
ón de Hanks

los PMN

venosa)

se recogieron

procedentes

EDTA (Ethylenediamine
y segul

de cloru

un tub
ml nuto

en troci

(Fig.
y se re

ior repi
et final
HBSS> sin

d amen t
ro amo

o con
5 en

e se
nico

fo
bañ

tos y se
12), a o
suspendió

ti endose
se res
calcio

muestras

de varios
tetra-

afiadi eran
y bicarbo-

ndo cónico
o de agua

centri fugó
ontí nuaci ón

en la ml
el proceso

uspendió en
ni magnesio

para evitar posibles activaciones de

Las células se mantuvieron en
a 4~C hasta poco antes de su uso en
bacterias o candidas, momento en el

centrifugar y resuspender en HBSS

Magnesio y un 0,1% de gelatina> ajustan

tración celular de 1O~ cel .Iml en c

los PMN no deseadas
1

bafio de

la incub

que se

compí eta
dose a un
amara de

agitación
ación con
volvió a

<Calcio,

a concen-
Neubauer

en
en
rec

vi a

de O
una

más
i nóc

Par
de sangre
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Log10 ide/ml

Representación de la absorbancia <a 580 nm> en función
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(la pureza en PMN

mente se evaluó
azul de tripano
superior al 95%.

fué

su
(1

siempre

vi abi lid
56) que

superior al 85%>. Paralela

ad celular con el colorante
en este caso fué siempre

3.2.24.— Estudio del efecto con bacterias.

- Determinación de las curvas de letalidad.

Se hicieron para estimar el mayor tiempo de incuba-

ción con antibiótico (4xCMI) que no reducía significa-
tivamente la viabilidad bacteriana. Se prepararon suspen-

siones bacterianas de E. coli y 5. aureus en fase expo-

nencial de crecimiento ajustadas a 10 ufc/ml por densidad

optica y se incubaron con 4XCMI de cefotaxima o netil-
micina en caldo de MUeller-I-iinton y 5. aureus con 4XCMI de

netilmicina en caldo de Triptona-Soda a 37~C y en baño
de agitación. Cada 10—15 minutos se realizaron siembras

de 20 .ul sobre medio agar, se incubaron a 37~C en estufa

durante toda la noche y se procedió a su recuenta en

placa al dia siguiente, los resultados se representeron
como el Log10 ufc¡ml frente al tiempo de incubación

en minutos-

- Valoración del crecimiento bacteriana en presencia
o ausencia de PMN tras el tratamiento antibiótico.

Se tomó una colonia aisl
resuspendió en 50 ml de caldo

18 horas de incubación a 37~C
500 nl de caldo crecido y se

50 ml de caldo, despues de 2
a 37~C en baño de agitación

ada
de

en
vol

o

en medio
MUel ler-H

estufa se
vieron a

3
(60

agar y se

inton, tras

recogi eron
Inocular en

horas de incubación
rpm) las bacterias
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alcanzaron la fase exponenc
ron por 0.0. a una concentr

mente se sacó de la nevera
previamente preparado en s

y se diluyó en caldo d

una concentración final

biótico requerido para el

de
que

A conti
centrífuga
se añadió

nuac
de

(Fi g

Tubo (C);

ión se
20 ml

13):

ial de crecimiento,
ación de ío8 ufc¡mí -

una alícuota del a
olución salina, se

e MUeller-Hinton hast

de 10 veces la dosis
estudio (4xCMI)

prepararon
(con tapón>

1800 ul de bacterias y

se ajusta-

Paralela-
nti bi óti co

descongel ó
a obtener

de antí-

2 pares de tubos
cada una en las

200 ul de caldo

de MUeller-l-4inton.

- Tubo <CX)
de Mueller—

1800
Iii nton.

ul de bacterias y 200 ul de

- Tubo (AM);
biótico dis

1800 ul
uelto en

de bacterias y 200 u
caldo de Mueller-HI

1 de anti-
nton ;4xCM],

- Tubo (AMX>;
biótico disuelto

1800 ul de bacterias y 200
en caldo de MUeller-HI

Se agitaron
en baño de agitaci
de
8

y
el i
con

bien

ón a
y se pusieron
60 rpm durante

tiempo (10 — 30 minutos), al

ml de caldo libre de antibiótíc

se centri fugaron durante 10 mi
minó el sobrenadante dejandose

200 ul de caldo.

a incubar

un corto

final se
o a todos
nutos a

en todos

a 37~C
periodo

afladi eron
los tubos

1800 g, se
un pellet

A los tubos marcados con X se les
pl de HBSS, se resuspendieron y se procedió a

añadió 1600

la deternii-

cal do

ul de

nton;

antí -

4xCMI,
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nación de sus
sin marcar se
para detener su

densidades
matuvi eren
crecimiento.

opti cas.

en baño

Los otros dos tubos
de agua fria (a 4~C)

Por la relación:

A. obtenida
1800 x 200 ul = HBSS-gelatina

A. requerida por añadir.

Absorbanci a.

se cal
añadir

para
los
de

culó la cantidad de HBSS-gelatina que h

a cada uno de los dos tubos sin marcar
obtener de nuevo una suspensión ini

ufc/ml. De este modo la concentración
antibiótico quedó reducida más de 500 veces.

abi a

(C y

cl al
resí

que
AM)

de
dual

Muestras de
con antibiótico o

50 jil de

sin tratar

estas bacterias
se añadieron a do

tratadas
5 tipos

de tubos:

1.- Con

de suero.

400 nl de HBSS-gelatina y 50 >jl

2.- Con
de PMN y

200
50 nl

nl de
de suero.

HBSS-gel atí na;

de esta forma la relación
2:1, la cantidad de suero

opsonización de un 10% y

final bacteria/PMN

requerido para una
la concentración

250 A

era

adec

fi nal

de

uada

de

antibiótico diluida más de 5000 veces.
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Los 4
a 3720 en

periodo de
añadieron a
y con un pH

tubos
baño de

ti empo
tubos

de 11

2 tratados y 2 controles> se incubaron

agitación a 110 rpm; cada cierto
se tomaron muestras de 20 pl y se
con agua destilada esteri 1 a 37~C

para lisar los PMN (157).

Todos
realizaron

los tubos
diluciones

se agitaron
seriadas en

vigorosamente y se

solución salina,

tómaron muestras
r de Mueller-Hin

incubación en es
placa expresando

de 20
ton por

tufa a
los resu

,i.il y se 5

triplicad
3720 se pr
ltados como

embraron

o; tras
ocedió al
Log10 ufc

en medio

18 horas
recuento

¡ml

El
5. aureus

Tri ptona-

mismo proc
con 4xCMi

Soja.

eso antes descrito

de netilmicina

se repitió

pero en caldo

En este estudio se valoraron das efectos:

El retraso

bacterias

ibiótico

utos (t) y

en la cinética de

debido a la previa

Este efecto se eval

se expresó como porcen

crecimiento

exposi ción
uó cada 30
taje de retr

en el crecimiento
mediante la relación:

RC = 100 x ( 1
t

<RC) debido al antibiótico

-(St 1 Sc)>

donde St representa la diferencia entre el

de bacterias (previamente tratadas con anti
a tiempo t y 0< e<presados como Log10

número
bi óti ca)
ufc/ml ;

se
aga
de
en

para

de

a)
las
ant
mi n

de

con
-60
aso

y Sc representa la diferencia entre el número
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de bacterias (sin tratar) a tiempo
como Log10 ufc/ml

t y 0, expresados

b) El aumento de suscepti
previamente expuestas con
nismos microbicidas de
se evaluó cada 30—60 mi
como el incremento del

los PMN debido al anti
en porcentajes mediante la

bilidad de
antibiótic

los PMN.

nutos (t)

efecto b
biótico

reí ación:

las bacterias
o a los meca—

Este aumento

y se expresó
actericida de

ER) expresado

EBt = 100 x

donde Pt representa la diferencia
de bacterias viables (previament

antibiótico) incubadas con PMN a
expresados como Log10 ufc/ml

la diferencia entre el número de
(sin tratar) incubadas con PMN
expresados como Log10 ufc/ml.

entre el número
e tratadas con

tiempo t y 0,
y Pc representa
bacterias viables

a tiempo t y 0,

3.2.2.5.- Estudio del efecto con candidas-

- Determinación de la C150, C125 y CMI.

Una suspensión de Candida albicans en 50 ml de

medio YNB (Yeast Nitrogen Base Medlum) con un 1% de

glucosa en tampón fosfato 0,01 M se dejó crecer durante
toda la noche en baño de agitación a 37

9C y 60 rpm.

Al dia siguiente se ajusto la suspensión a una concentra-
ción comprendida entre 5x10 y 5x104 ufc/ml por densidad

Pc a)
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óptica ( 0,11 de absorbancia a
diluyó, siempre en YNB—glucosa, h
de inóculo de 5x103- 5x104 ufc/ml
tos Uno se ajustá a pH 5.4 y
ellos se prepararon dos baten
una con 19 ml de la suspensión

antifúngico concentrado 20 veces
finalmente las concentraciones
4 20 100 y 500 ug/ml de fluconazo
se prepararon añadiendo 1 ml

540 nm Y y luego se
asta alcanzar un tamaf¶o

en dos matraces distin-
el otro a pH 7,2; con

as de 7 frascos cada
de candidas y 1 ml de

para así, poder obtener
en estudio (0,16 0,8

1 > . Los frascos control

de caldo YNB—glucosa,

Todos los cal
de agitación a 60 r
su crecimiento toma

los cambiós de abs

tambi&n se determin

la última concentrac

visualmente turbia la

dos
pm y
ndo

orban
ó a

én

susp

se incubaron a 379

cada cierto tiempo

muestras de 2 ml
cia y transniitancia.

la vez, considerandol

de antifúngico que no
ensión de O. albicans

.

C en baño
se valoró

y midiendo
La CMI

a como
dejaba

La concentración i
de los datos obtenidos
concentración de antifúngi

criterio:

nhibitonia O
por densidad

co más baja

150 5

ópti c
que

e calc

a como
cumpí la

%T)(%Tcantroi + N (100 - %Tcontroi)>

en donde %Tcontra 1 es
del control (suspensión
N en este caso vale 1
para definir la fraccí

(N) en función de la
sin antifúngico (158).

Las valoraciones

hasta las 48 horas.

el porcentaje
de candidas libre

/2, esta relación
ón de Inhibición

turbidez en los

de crecimiento

de
de

f
de

t

transmi sión

antifúngico)

ue formulada
crecimi ento

ubos control

se realizaron

ul ó
la

el
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Con un inóculo
necesario para su est

hallar su 0150 pero
del fí uconazol se optó

el mismo procedimiento

inicial mayor, 5x106—5x107

udio posterior con PMN, se
debido al fuerte efecto
por determinar su C1

25. Se

y N en este caso valió i/4.

- Valoración
presencia o
antifúngico.

del crecimiento de
ausencia de PMN tras

C. albicans en

el tratamiento

El
las bacte
ajustadas
a 37

9C en
en caldo

en soluc
obtenidos

estudio se realizó
ri as pero con algunas

a un tamaño de 5x106 -

baño de agitación a
YNB-glucosa, posteri

ión de Hanks (HBSS-ge

por el mismo proceso

del mismo
variantes,

SxlC7 uf
60 rpm

o r me n t e
latina

anteri

modo que para

así las cándidas
dm1 se incubaron
durante 6 horas

se resuspendió
0.1%), Los PMII
ormente descrito

se ajustaron a 5x106 cel./ml
de 500 áil de C. albicans

antifúngico se añadieron a 2

en
pre

tipos

HBSS-gel atí na,
viamente trata

de tubos:

1- 400 ~il de HBSS-gelatina y 100 Ml de suero.

2- 150 pl de HBSS-gelat

de suero.

ma, 250 pl de PMN y

de esta man

2:1. Tubos
pararon de
idéntico al

era la relación
de cándidas sin
la misma forma.

descrito anteri

final

previo

El re

o rme nte

cán
trat

sto
par

con la diferencia de que la siembra y
placa se realizó sobre agar Sabouraud.

dida

ami e

del
al

el

/PMN fué de

nto se pre-
proceso fué

as bacterias
recuento en

ufc ¡ml
intentó

i nócu lo
utilizó

mue
das

stras

con

100 »l
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3.2.3.- ANALISIS ESTADíSTICO.

Se c
ari tméti ca
las formula

al cuí ó
(Y) y

s habit

para cada
desvi ación

uales para el

grupo de datos
estandard (0.

número de datos

la media
E.) según

manejados.

Para
dos grupos

compa rar
experi ment

est

ale

adj st i c amen t
s, se real

hipótesis a

estabí eci endose
las medias pobí

partir de

como hipó
aci onal es

la diferencia entre a
del 5%. Así pues se
“t” de Student.

mbas
uti 1

los par~ruet

tesis nula la
y como hipót

un nivel

la prueba
con

izó

ros

i gua
es i 5

de si
del

muestral es,
ldad entre
al ternatí va
gni fi caci ón
estadfsti ce

En los casos en

la fórmula del est
varianzas muestrales
Fisher-Snedecor. En

a una distribución Ca
la prueba del test de

que fué

adfsti co
medi ante

necesario,
“t”, se
la prueba

las muestras que

antes
comp
de

no

de aplicar

araron las
la “F” de

se ajustaban

ussiana (no paramétrica> se utilizó

Wi lcoxon.

Se consideró

cuando el valor de
(p) era mayor de 0,05
para p<O,OS.

que no habia signifi
la probabilidad de la

se dié el valor de

cación (n.s.>
significación

significativo”

e las
izaron

medías

pruebas
de
de
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4.- RESULTADOS, TABLAS Y GRAFICAS
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4.1.- Resultadas obtenidos.
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EFECTO DIRECTO
LAS FUNCIONES
BICIDAS DE LOS

La influencia d
del macrófago analiz

resultados:

DE GEFOTAXIMA Y NETILMICINA SOBRE
IMPLICADAS EN LOS MECANISMOS MICRO—
MACROFAGOS PERITONEALES MURINOS.

e ambos antibióticos en las funciones

adas se muestran en los siguientes

Adherenci a

Las al teraci ones en la adherencia de los macréfagos
peri toneal
tras una
concentrac
se calculó

es murinos
incubación
iones de
el indice

se estudió
de 30 minu
los antib

de adherencia.

utiliza
tos con

ióticos

ndo placas MIE
las diferentes
Posterí ormente

Cefotaxí ma

respecto a los
el análisis esta

afectaba de forma
ciones ensayadas
MIF (tabla II>,

no modificó la

controles <tab
dístico demost

significativa a
(p>O,05> la

capacid
la 1>.

ró que
las dis

ad de adherencia

De igual modo,
netilmicina no

tintas concentra—
adherencia a las placas

Movilidad espontánea

Los resultados obtenidos en los

movilidad espontánea de los macréfagos
cefotaxima y netilmicina se expresaron
de células que atraviesan el filtro en
campos al azar.

una
si g

net
yI

Cefotaxima potenció
concentración terapéutl

nificativa (p<O,05),
ilmicina no se observó
V~ figuras 14 y 15).

estudios de

incubados con
como el número
un area de 20

la movilidad espontánea a
ca de 12 ng/l de forma

mientras que al emplear
efecto alguno (tablas II]
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Quimiot axis

di sti
como
mi gr

a un

(p~C
proc
Vy

Tras la incubación de
ntas concentraciones de
factor quimioatrayente

ación dirigida o quimiotaxis.

Cefotaxima produjo un

a concentración superior

0,05>, mientras que net

eso de migración dirigida
VI; figuras 14 y 15).

los macrófagos
antibiótico y

caseina, se

aument

a la
i lmici

de 1

con

utiliza
estudió

o de la

terapéutica,
na no interf

os macrófagos

las
ndo

la

quimiotaxis

120 mg/l
Irió el
(tablas

Fagocitosis

El proceso de fagocitosis engloba

fundamentales: la adhesión y la ingesta.

incubaron los macrófagos durante 30 minut

distintas concentraciones de cefotaxima y
y después se analizó la adherencia y la
candidas normales o previamente opsonizadas con

Cefotaxima y netilmicina no afectaron
mente a la capacidad adherente (p>O,OE>

número de candidas adheridas en 100
o sin suero (Tablas VII, VIII, IX y X; fi

dos partes
Primero se

os con las
netilmicina,

ingesta de

suero.

si gni fi catí
esto es,

macrófagos
guras 16 yA

va—
el

con
7>.

La ingesta

con cefotaxima y
tivamente (p> 0,
fagocitadas en 1
de suero (tablas

de candidas por
netilmicina no
05), esto es, e

00 macrófagos en
VII, VIII, IX y X;

los macrófagos
se vió afectada

1 número de
presencia o
figuras 16 y

incubados

significa-
c5ndi das
ausencí a

17>.
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EFECTO INDIRECTO DE CEFOTAXIMA Y NETILMICINA

ACTUANDO SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD DE E. coil

Y 5. aureus FRENTE A LOS MECANISMOS MICROBICIDAS

DE LOS LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES(PMN>.

CMI y Curvas de letalidad

Las
cefotaxi ma
de 0,12 y
de 0,5 ug/ml.

concentraciones mínimas inhibitorias de
para E. coli y 5. aureus fueron respectivamente
2 Mg/ml mientras que con netilmicina fueron

De las curvas de letalidad realizadas

la CMI) para estimar el tiempo máximo de
de E. coli y 5. aureus a los antibióticos s

ello quedaran afectadas sus viabilidades

pudieran producir alteraciones no letales),
cieron 30 minutos para cefotaxima y 10
netilmicina en caldo de MUeller-Hinton
este último se alargó hasta 30 minutos
Triptona-Soja con 5. aureus (tablas XI,

figuras 18, 19, 20 y 21>.

Ci n&ti c
PMN

.

(a 4
expos

in que

(pero
se est

m nutos
mientras

en caldo

XII y X

veces

1 ci ón
por
que

able-

para
que

de
III;

as de crecimiento en presencia o ausencia de

La
con cef
en la
más que
retrasó

su máxí
minutos,

y 48,9%

(Tablas

previa incubación de E. ccli durante 30
otaxima aceleró su ciclo de división
primera hora posterior al tratami ento

el control, p 0.05). Con 5. aureus el tra
su crecimi ento normal durante 2 horas al

mo en la primera media hora <129,4% a

87% a los 60 minutos, 56,1% a los 90

a los 120 minutos respecto al control,
XVI y XVIII; figuras 24 y 26).

ml

n
(1

tain

can
lo

mi

p•C

n utos

arma 1

04,5%
i ento
zando
5 30
n uto s
0,05>
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La capacidad microbicida de los PMN se vió
incrementada sensiblemente tras el tratamiento de
E. coli y 5. aureus con cefotaxima. En el primer caso

este efecto duró 3 horas (82,7% a los 60 minutos, 87,5%
a los 120 minutos y 112,8% a los 180 minutos respecto

al control, p<.O.OS). Con 5, aureus tambiín se detectó
este incremento pero a partir de la primera media hora

posterior al tratamiento antibiótico (120%, 45,7%

y 13,1% a los 60, 90 y 120 minutos respecto a su control,
p<O,05) (tablas XVI y XVIII; figuras 24 y 26>.

El

con neti

mientras

produjo

la primera
60 minutos

no se apr
figuras 25

previo tratamiento de E. coli y 5. aureus

lmicina condujo a resultados distintos. Así
el tratamiento de 5. aureus con netilmicina

un retraso en su crecimiento normal durante

hora (44,2%a los 30 minutos y 23,1% a los

respecto al control, p< 0h05>, con E. coli
eció ningún retraso (tablas XVII y XIX;

y 27>.

Neti lmi cina
de los PMN durante
los 60 minutos más

5. aureus (89,4% y
al control, pca.05>

E

ante
gdn
su
los

ura

aumentó la capac
1 hora tanto con

que el control , p
27% a los 30 y 60

(tablas XVII y XIX;

1 previo tratamiento de
10 minutos en caldo de
efecto tanto a nivel

susceptibilidad a los
leucocitos pol i morfonucí e

28>.

idad microbicida

E. colí (62% a
<0.05) como con

minutos respecto
fIguras 25 y 27).

5. aureus con

Triptona- So ja
de su crec

mecani smos
ares humanos

neti lmici na
no ocasionó

imiento como

mi crobí ci das
(tabla XX

‘4

dur
ni n
a
de

fi g
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EFECTO INDIRECTO DEL FLUCONAZOL ACTUANDO

LA SUSCEPTIBILIDAD DE Candida albicans

A LOS MECANISMOSMICROBICIDAS DE LOS PMN.

Debido a que el fluconazol

a la hora de escoger la concentrad
incubación adecuados para el tratami
se calculó su CMI y la C150 para
de tiempo ensayando con varias

antifúngico en caldo Yi~B al 1% de
y 7,2 (0,16 0,8 4,0 20 100 y 500 ug/ml>.

es fungiestático,

ón y el tiempo de
ento de O. albicans

distintos períodos
concentraciones de
glucosa a pH 5,4

A pH ácido a
visualmente) fué de
mientras que a pH n
igual que la ~

1 as
4,0

e utro
A las

24 horas 1
pg/nil y la

la CMI fué
48 horas

a CMI
CI 50

de
de 1

(determinada
de 20 »g/ml

0,8 pg/ml al
ncubación los

valores de
a pH 5,4 y

Estos

de inóculo

CMI y C150 eran
de 4,0 ug/ml a p

resultados
de 5x10

3-5

i gu
H 7,

ales, siendo
2 (tabla XIV;

se obtuvieron
x104 ufc/nií, c

con
omo

de
fi g

100 »g/ml
ura• 22).

un tamaño
nec e si t ab amos

un inóculo
PMN y la

tamaño del
la CMI y

ufc/ml
una C1

50

tamaño de
(4 ng/ml
concentrac

de cándidas mayor para
actividad del fluconazol

inóculo y del pH del medio
la C150 para un tamaño d

Como resultado final y
entre las concentraciones

inóculo se optO por la
a las 6 horas de exposici
ión y tiempo de exposición

el estudio con los
es dependiente del
se opté por repetir

e Inóculo de 5x10
6-

visto que no habia
ensayadas para ese

0125 a pH neutro
ón continuada> como
para el tratamiento

de las cándidas (tabla XV; figura 23).

Como resultado se esta exposición
e incubar las cándidas en HBSS-gelatlna

SOBRE

FRENTE

tras
con un

lavar

10%
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de suero, se detectó un retraso en su crecim4ento

durante las tres horas sucesivas (72,4%, 60%

a los 60, 120 y 180 minutos respecto a su c
pC 0,05>. Tambi6n aumento su susceptibilidad
a los mecanismos microbicidas de los leucocitos poí
nucleares humanos en la primera hora (43,8% a
minutos más que el control, p < 0,05> (tabla

figura 29>.

normal
y 550/o

ontrol

frente
imorfo-

los 60
XXI;
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4.2.— Tablas.
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Efecto de cefotaxima en la adherencia de los macrófagos.

Concentraciones

(mgr/1)

I

Indice de

Adherencia

% del valor

basal

P

0 95+3 100%

1,2 94 + 3 98,9 % n.s.

12 96 + 1 101 % n.s.

60 95 + 1 100 % n.s.

120 96 + 1 101 % n.s.

*

Los resultados se expresan como la X + SD.

Porcentaje de macrófagos adheridos:

Grupos de 9 - 10 ratones.

P refleja las diferencias entre

n.s. no significativo <P>0,05>

el control y los grupos

Tabla 1--

- Mf

Mi

tratados
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Tabla II.- Efecto de la netilmicina en la adherencia de los

macrófagos.

*

Concentraciones

(mgr/l>

Indice de

Adherencia

% del valor

basal

F

O 99+4 100%

0,5 98 + 6 99 % n.s.

2 97+4 98% n.s.

8 98 + 6 99 % n.s.

32 99 + 7 100 % n.s.

Los resultados se expresan como X + SO.

Porcentaje de macrófagos adheridos: 100 Mi - Mf

Mi

Grupos de 7 - 8 ratones.

P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados1

n.s. no significativo (P,0,Q5).

*
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Tabla III.- Efecto de la cefotaxinia en la Movilidad Espontánea
de los macrófagos.

*

Concentraciones

(mgr/1)

Movilidad

Espontánea

% del valor Basal P

0 10+3 100%

1,2 9+4 90% a

12 19 + 6 190 % s.

60 11 + 3 110 % n.s.

120 12 + 3 120 % n.s.

Los resultados se expresan como X + SD.

Grupos de 7 - 8 ratones.

P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.

n.s. no significativo (R’O,05).

s. significativo (P<O.05>.

*
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Tabla IV.- Efecto de la netilmicina en la Movilidad Espontanea de

los macrófagos.

*

Concentraciones

(mgr/1)

Movilidad

Espontánea

% del valor Basal P

0 19 + 7 100%

0.5 22 + 7 115 % n.s.

2 14+5 73,6% n.s.

8 25 + 9 131 % n.s.

32 19+6 100% n.s.

Los resultados se expresan como + SD.

Grupos de 7 - 8 ratones.

P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.

n.s. no significativo (P.O,05>.

*
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Tabla V.- Efecto de la cefotaxinia en la Quimiotaxis
macrófagos.

*
Concentraciones

<mgr/1)

Quimiotaxis % del valar

Basal

P

0 33+9 100%

1,2 21 + 8 63 %

12 26+8 78% n.s.

60 36 + 10 109 %

120 59 + 16 178 %

Los resultados se expresan como -~ + SD.

Grupos de 7 - 9 ratones.

1’ refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.

n.s. no significativo (P>0,05).

s. significativo (p<0.0S>.

de los

*
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Tabla VI.- Efecto cte la netilmicina en la Quimictaxís de los

macrófagos.

Concentraciones

<mgr/1)

Q
Quimiataxis % del valor

Basal

P

0 7+2 100%

0.5 8+2 114% rus.

2 6+2 85,7% n.s.

8 7+2 100% n.s.

32 9 + 3 128,5 % n.s.

Los resultados se expresan como X + SD.

Grupos de 7 - 8 ratones.

P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.

n.s. no significativo (PzO.05).

*
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Tabla VII.- Efecto de cefotaxinia en la capacidad de adherecia

y fagocitosis de 105 ~iacrófagosen ausencia de suero.

Concentraciones

<mgr/l)

Capacidad<í>

Adherente

P Capacidad<2>

Fagocitosis

0 39+13 . 11+3

1,2 41 + 12 n.s. 6 + 4 rus.

12 35 + 10 n.s. 9 + 3 n.s.

60 38 + 11 n.s. 6 + 5 n.s.

120 32 + 18 rus. 7 + 5 n.s.

* Los resultados se expresan como la X + 3D.

5’ refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.

n.s. no significativo (P~0,O5).

(1) Grupos de 7 ratones.

(2) Grupos de 6 - 8 ratones.
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Tabla VIII.- Efecto de cefotaxima en la capacidad de adherencia

y fagocitosis de los macrófagos en presencia de suero.

Concentraciones

<mgr/l>

Capacidad<í>

Adherente

P Capacidad <2 )*

Fagacitosis

0 41 + 11 38 + 6

1,2 31 + 15 n.s. 35 + 7 n.s.

12 30+17 n.s. 34+9 n.s.

60 42 + 12 n.s. 38 + 10 n.s.

120 32 + 14 n.s. 36 + 10 n.s.

Los resultados se expresan como la X+ SD.

P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.

n.s. no significativo (P>0,05>.

<1) Grupos de 16 ratones.

<2> Grupos de 17 ratones.

*
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Tabla IX.- Efecto de netilmicina en la capacidad de adherencia

y fagocitosis de los macrófagos en ausencia de suero.

Concentraciones

<mgr/1>

Capacidad

Adherente

5’ Capacidad<2>

Fagocitosis

0 31 + 7 18 + 10

0,5 29 + 7 rus. 12 + 7 n.s.

2 25 + 7 rus. 17 + 6 n.s.

8 20+6 rus. 12+4 n.s.

32 25 + 9 rus. 12 + 4 n.s.

*

Los resultados se expresan como la X + SO.

P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.

n.s. no significativo <P>0,05>.

(1) Grupos de 7 - 9 ratones.

(2) Grupos de 6 — 8 ratones.
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Efecto de la netilmicina en la capacidad de adherencia

y fagocitosis de los macr6fagos en presencia de suero.

Concentraciones

(mgr/1>

Capacidad<1~

Adherente

P Capacidad<2>*

Fagocitosis

0 39 + 12 . 51 + 17

0,5 36 + 10 n.s. 48 + 14 n.s.

2 32 + 7 n.s. 45 + 7 nasa

8 30+8 n.s. 53+16 n.s.

32 35 + 14 n.s. 59 + 14 n.s.

* Los resultados se expresan como la Y + SO.

P refleja las diferencias entre el control y los grupos tratados.

n.s. no significativo (P=0,05).

(1> Grupos de 8 ratones.

(2) Grupos de 8 - 9 ratones.

Tabla X.—
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Curvas de letalidad de Escherlchia coil
cefotaxima y netilmicina en caldo de Hueller

con 4xCMI de

Hinton.

Tiempo control cefotaxima tiempo control netilmicina

0 7.90 + 0.03 7.90 ±0.03 0 7.86 +0.07 7.86 + 0.06

15 7.97 10.05 7.882 0.04 10 7.94 ±0.07 7.81 ±0.03

30 8.001 0.06 7.71 ±0.04 20 8.12 ±0.04 7.27 ±0,05

45 8.08±0.04 7.30 ±0.02 30 8.19 ±0.07 5.80 ±0.06

60 8.19 ~.06 6.40 ±0.06 40 8.23 ±0.03 5.16 10,02

~, los resultados se expresan en Log10 ufc/ínl como X + SO de 6 ensayos.

Tabla XI.-
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Tabla XII.- Curvas de letalidad de Staphyl ococcus aureus con 4xCMI
de cefotaxima y netilmicina en caldo de Mueller Hinton.

-Tiempo control cefotaxima tiempo control netilmicina

0 7.76 ±0.01 7.76 ±0.01 0 7.80 ±0.08 7.80 ±0.08

15 7.99±0.05 7.71 10.01 10 8.06 10.18 7.45 ±0.07

30 8.04±0.04 7.59 ±0,01 20 8.19 ±0.02 6.69 ±0.15

45 8.23 ±0.05 7.17 ±0.03 30 8.39 ±0.22 6.08 ±0.01

60 8.51 ±0.01 6.50 10.19 40 8.71 ±0.04 5.77 ±0.06

~, los resultados se expresan en Log10 ufc/m1 como X + SI) de 6 ensayos..

rl

U

ji

1
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Tabla XIII.- Curva de letalidad de aureus con 4xCML

de netilmicina en caldo de Triptona-Soja.

Tiempo control netilmicina

0 7.87 ±0.01 7.87 ±0.01

10 8.18 ±0.07 7.85 ±0.01

20 8.33 ±0.02 7.69 ±0.02

30 8.57 ±0.03 7.37 ±0.03

40 8.87 ±0.01 6.66 ±0.13

~, los resultados se expresaren Log10 ufc/nil como X + SO de 6 ensayos.
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4.3.— Gráficas.
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Figura 14. Indice de movilidad

quimiotaxis (columnas rayadas>

de ratones Balb/c, incubados con

porcentaje del valor basal.

espontanea (columnas blancas) y

de macráfagos peritoneales murinos

cefotaxima. Indice representado como

Grupos de 7 - 8 ratones. 0, significativo (pC,05)-
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Figura 15. Indice de movilidad

quimiotaxis (columnas rayadas) de
de ratones Balb/c, incubados con
como porcentaje del valor basal.

espontanea

macrófagos
netí lmiclna.

(columnas blancas) y

peritoneales murinos

Indice representado

Grupos de 7 - 8 ratones.
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Figura 16. Efecto de la cefotaxima en la capacidad de adherencia

y fagocitosis de los macrofagos peritoneales murinos en presencia

y ausencia de suero. Cada columna representa el número de candidas

adheridas o fagocitadas por 100 macráfagos.
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Figura 17. Efecto de la netilmicina en la capacidad de adherencia

y fagocitosis de los macrófagos peri toneales mmi nos en presenci a

o ausencia de suero. Oada columna representa el número de candidas

adheridas o fagocitadas por 100 niacrófagos.
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Figura 18. Curva de letalidad de Escherichia coli con 4xCMI
de cefotaxima en caldo de Mueller Hinton. Las bacterias se

incubaron durante 60 minutos con 4xCMI de cefotaxima icor
el objeto de determinar el tiempo máximo de exposición a la

que podia estar sometida la bacteria sin comprometer

sensiblemente su viabilidad; cada 15 minutos se tomaron muestras
y se procedió a su recuento en placa al día siguiente.

Control (El’) y tratado (U.>. Cada punto representa el valor

medio de 6 ensayos expresados en Log10 ufc/ml.
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Figura 19. Curva de letalidad de

de netilmicina en caldo de Muelí

incubaron durante 40 minutos con

el objeto de determinar el tiempo

que podia estar sometida la

sensiblemente su viabilidad; cada 10
y se procedió a su recuento en placa

Escherichia coil con 4xCMI

er Flinton- Las bacterias se

4xCMI de netilmicina con

máximo de exposición a la
bacteria sin comprometer

minutos se tomaron muestras
al dia siguiente.

Control ( A. > y tratado ( A ). Cada punto representa el valor

medio de 6 ensayos expresados en Log10 u-Fc/ml.
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Figura 20-. Curva de letalídad de Staphylococcus

4xCMI de cefotaxima en caldo de Mueller Hinton-.

se incubaron durante 60 minutos con 4xCMI de

el objeto de determinar el tiempo máximo de

que podía estar sometida la bacteria

sensiblemente su viablidad; cada 15 minutos se

y se procedió a su recuento en placa al dia sig

aureus con
Las bacterias

cefotaxima con

exposición a la

sin comprometer

tomaron muestras

ulente-.

Control ( E.) y tratado (• > fi Cada punto representa el valor

medio de 6 ensayos expresados en 1og10 u-fc/ml



132
-

C
C

lo•~
fi

-fi’(4a

o<
9

fi’-’

uoo
-

zId1-

L
O

LW
/3J<fl

O
L

.5
o

1



- 133 -

Figura 21. Curvas de letalidad de StaphylococcLis aureus con

4xCMI de netilmicina en caldos de Mueller Hinton y Triptona-’
Soja. Las bacterias se incubaron durante 40 minutos con 4xC$1I
de netílniicina en dos caldos distintos con el objeto de
determinar el tiempo máximo de exposición a la que podia estar

sometida la bacteria sin comprometer sensiblemente su viabilidad;

cada 10 minutos se tomaron muestras y se procedió a su recuento
en placa al día siguiente.

Caldo de Mueller Hinton: control
de Triptona—Soja: control (A.)
representa el valor medio de 6

ufc/ml.

(El.) y tratado <K)S
y tratado (A-.). Cada

ensayos expresados en

caldo
punto

Log10
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Figura 22. Efecto del incremento de la
fluconazol en el crecimiento de Candida

YNB-Glucosa a pH 7,2 <a) o pH 5,4 (b) con un
de 5x103 - 5x104 u-Fc/mí-.

Las concentraciones (en mgr/1> fueron: 0,16

4,0 (u>, 20 <*>, 100 <P.) y 500 (*>. Control

concentración de
albicans en caldo

inóculo de partida

<o>, 0,8 (A>,

(A).
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Figura 23. Efecto del incremento de la

fluconazol en el crecimiento de Candida
YNB-Glucosa a pH 7,2 (a) o pH 5,4 (b) con un
de 5x106 - ufc/ml.

concentración de

albicans en caldo

Inóculo de partida

Las concentraciones (en mgr/l) fueron : 0,16 (El), 0,8 (A),

4,0 <U), 20 (*), 100 (~.) y 500 (*)E Control (A>.
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Figura 24. Efecto de la previa exposición de Escherichia coil

con cefotaxima en su cinética de crecimiento asi como en su
susceptibilidad frente a los mecanismos microbicidas de les

leucocitos en presencia de suero. Ecoli se incubó con 4xCMI

de cefotaxima durante 30 minutos en caldo de Muel ler Hinton

seguidamente se eliminó el antibiótico por centril’ugacíórl
y las bacterias tratadas se resuspendieron en HBSS-gelatifla
con suero (5) o una mezcla de suero y PMN ( • >. Para
los controles se utilizaron bacterias sin tratar a los que

se añadió suero (A) o suero y PMN < * >. Los resultados
se representan en Log10 ufc/ml como X + SO. Grupos de 8

indíviduos<
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Figura 25. Efecto de la previa exposición de

con netilmicina en su cinética de crecimien

su susceptibilidad frente a los mecanismos

los leucocitos en presencia de suero. E. coli

4xCMI de netilmicina durante 10 minutos en cal
Hinton, seguidamente se eliminó el antibiótico por

y las bacterias tratadas se resuspendieron en

con suero <A) o una mezcla de suero y PMN

los controles se utilizaron bacterias

se añadió suero (1..> o suero y P~”1N

se representan en Log10 ufc/ml como _
individuos.

Escherichia coli

to así como en

inicrobicidas de
_______ se incubé con

do de Mueller

centrí -fugaci én

HBSS-gel ati na
• >. Para

sin tratar a los que
* ). Los resultados

>< + SO. Grupos de 8
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Figura 26. Efecto de la previa exposición de Staphylococcus

aureus con cefotaxima en su cinética de crecimiento así como
en su susceptibilidad frente a los mecanismos microbicidas

de los leucocitos en presencia de suero. S. aureus se incubó

con 4xCMI de cefotaxima durante 30 minutos en caldo de Mueller

Hinton, seguidamente se eliminó el antibiótico por centrifugación
y las bacterias tratadas se resuspendieron en HBSS-gelatina

con suero (U.) o una mezcla de suero y PMN . ( • )‘ Para

los controles se utilizaron bacterias sin tratar a los que

se afiadió suero <A.) o suero y PMN ( * ) . Los resultados

se representan en Log10 ufc/ml como X + SD. Grupos de 8

individuos-.
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Figura 27. Efecto de la previa exposición de Staphylococcus

aureus con netilmicina en su cinética de crecimiento así como

en su susceptibilidad frente a los mecanismos microbicidas

de los leucocitos en presencia de suero< S-. aureus se incubé

con 4xCMI de netilmicina durante 10 minutos en caldo de ~1ue11er
Hinton, seguidamente se eliminé el antibiótico por centrif’ugación

y las bacterias tratadas se resuspendieron en HBSS-gelatlna
con suero <5> o una mezcla de suero y PMN ( ~). Para

los controles se utilizaron bacterias sin tratar a los que

se añadió suero <A.> o suero y PMN ( .* ) . Los resultados

se representan en Log10 ufc/ml como X + SD. Grupos de 7

individuos-.
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Figura 28. Efecto de la previa exposición de Staphylococcus

aureus con netilm
en su susceptibi

de los leucocitos
con 4xCMI de netil
Soja, seguidamente

y las bacterias

con suero < U
los controles se

se añadió suero

icina en su cinética de crecimiento asi como
lidad frente a los mecanismos microbicidas

en presencia de suero. S. aureus se incubó

micina durante 10 minutos en caldo de Triptona-

se eliminó el antibiótico por centrifugación
tratadas se resuspendieron en HBSS-gelatina

o una mezcla de suero y PMN < • )~ Para
utilizaron bacterias sin tratar a los que

A ) o suero y PMN ( * ). Los resultados

se representan en Log10

individuos.

uit/ml como X -4- SD. Grupos de 6
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Figura 29. Efecto de la pregla exposición de Candida albicaris

con fluconazol en su cinética de crecimento así como en su

susceptibilidad frente a los mecanismos inicrobicidas de los

leucocitos en presencia de suero. C. albicans se incubé con

4 mgr/ 1 de fluconazol durante 6 horas en caldo YNB—Glucosa,
seguidamente se eliminó el antifúngico por centrifugación

y las candidas tratadas se resuspendieron en HBSS-gelatina

con suero (5.) o una mezcla de suero y PMN <-.9 >.Para los

controles se utilizaron candidas sin tratar a los que se afladié

suero (A) o suero y PMN <~* ). Los resultados se expresan

en Log10 u-fc/ml como X + SD. Grupos de 8 individuos.
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5.- DISCUSION
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ALGUNaS COMENTARIOSSOBRE LA METODOLOGÍAEMPLEADA.

La confrontad

de la infección y

tejidos: pulmones,

estos, el peritoneo

incluso en ausenci

nos permite contar con
efectos de la quimioterapí

ón entre los microorganismos
los macrófagos ocurre en cl

higado, pleura, peritoneo

es una fuente de células fag

a de inflamación, accesible

un modelo para estudi

a en los macrófagos.

causantes
1 ferentes

etc. De
OC 1 ticas

y que

ar los

Se utilizaron niacrófagos

solo animal, mediante

estimul ación, podíamos

realizar una serie de ex

ar bastante homogénea.

de un

preví a
y así

cel ul

en los qu
Ingestión
en compara

(151).

agente
de un

emplea
con az

de ratones Balb/c porque

lavado peritoneal y sin

obtener hasta 4x106 ceLlini

perímentos con una población

Se eligieron animales jovenes, de

e la adherencia y la capacidad

de partfculas por los macró-Fagos
ción con los procedentes de ratones

12

de
era

más

semanas,
unión e

mejor,
viejos

Empleamos C. albícans por su importancia como

patógeno oportunista, por otro lado se trata
microorganismo resistente a los 2 antibióticos

dos, lo que se comprobó viendo su viabilidad
ul de metileno, que era siempre superior al 95%.

Las concentraciones de los anti
uvieron de los niveles que se al

a administración de las dosis est

bí óti cas

canzaron
ándard

empleados

en plasma

En la preparací

cas que emplean
polímeros, tal

ón de los
dextrano o

como indica

PMN no se

gradientes d
un trabajo

utilizaron

e densidad
publicado

se obt
tras 1

técni
con
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por Eggleton,

los efectos

los leucocito

en agarosa,
irreversible

El ficolí y
de su capací

superficies d

Gargan y Fisher en 1989 (155

que estos productos pueden
s, así el dextrano puede inhibir

estimular su metabolismo y uni

a su superficie alterando sus

el percolí pueden ocasionar
dad de adherencia y extensión

e plastico y cristaL

son varios

producir en
su migración

rse de forma

propiedades
una perdida

celular en

Existen también otros efectos

el grado de pureza

restos de polisac

en donde los PMN

morfológicas y fun

relacionados

de estos polímeros, así se

áridos bacterianos en lote

así aislados presentaban

cionales.

encont

s de f
al terac

Por todo

de separación p
estudios que
con el bala
se demostró

células se r

ello nosotros optamos por

or cloruro amónico porque si
indican una capacidad de

nce electrolítico del PMN

que este efecto era reversI

esuspendian en medio fisiológico-.

la
bien

i nter

(155>

ble

técnica
exi sten

ferencí a

tambi en

cuando las

Para obtener una lisis complete-
utilizó la tecnica del agua b&sica des

y cols. (157), estudios preliminareS

en esas condiciones (pH 11 y 37~ de

conseguía una lisis total de los PMN

la viabilidad bacteriana de E-. ccli

,

C. albicans-

.

de los PMN se
crita por Gargan

demostraron que
temperatura> se

sin comprometer
S. aureus y

con

raron

icol 1
iones



- 154 —

EFECTO DIRECTO DE CEFOTAXIMA Y NETILMICINA SOBRE LAS

FUNCIONES IMPLICADAS EN LOS MECANISMOS MICROBICIDAS

DE LOS MACRÓFAGOSPERITONEALES MURINOS.

Los

capaci dad

represeflt

frente a

enfermos

importan

cifi cas

fagocí

para

laan

una

tos (neutr

fagocí tar

pri mera

invasión b

neutropéni cos

cia de mantener

(159>-.

df

y
11 ne
acte

ilos y monocitos> por su

destruir microorganismos>

a de defensa del huesped
nana. Las infecciones de

han puesto e
integras estas

n evidencia
defensas me

la
spe-

los
1 nt

nuc
ci c

gí i

En

que

erfeni

1 eares
lina,

cósí do
de esos
Tambí en

165, 166>.

la bibliografía hay numerosos trabajos en

se demuestran como los antímicrobianos pueden

r con las funciones de los leucocitos polimorfo—

humanos (160, 161). Así eritromicina, tetra—

rifampicina, cloranfenicol y ciertos amino—

£ pueden inhibir la actividad quimiostática

granulocitos ‘in
pueden alterar su

Vivo (126,
capad dad

162

bact

163,
en ci da

164).

<124,

La falta de conocimientos sobre el macrófago,
como su importancia como célula presentadora de

enos y secrección de mediadores solubles, nos

a seleccionarla en la realización de este trabajo-

ello se utilizaron un betalactámico (cefotaxima)

aminoglicdsido <netilniicifla) fi

Las -funciones del

dad de adherencia,
tosi 5

macrófago

movilidad,

estudiadas fueron:

opsOflizficiófl y

asi
antfg

llevó
Para
y un

capaci
fagocí
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La adherencia es una necesi

desis de las células fagocitic

Ello constituye el primer paso

fagocitosis de los agentes infec

después de haberse adheridos a

se dirigen al foco de infección

espontáneos y a favor de un

de sustancias quimiotácticas.

pueden ser reproducidas Em

cefotaxima y netilmicina podian

dad previ

as hacia

para que

ciosos -

la pared

por medio

gradiente de

Dado que estas

Vitro’, se

afectar

a a la diapé-
los tejidos.

acontezca la

Los macró1~agos

de los vasos,
de movimientos

concentración

propi edades

analizó si
a estas funciones.

Ni cefotaxima ni netilmicina alteraron 1

de adherenci a al plástico de los macról’a

resultados contrastaron con los obtenidos, con

polimorfonucleares <PMN>, por Rodriguez y c

utilizando cefmetazol, cefotaxima e imipenem.

y cols. (168) ensayando netilmicina si dete

incremento en la adherencia. La explicación
diferentes resultados obtenidos podria estar

metodol ogí a empí eada, ya que estos trabajos se r

por el método de adherenci a a i bras de nayl on

por McGregor y cols (169).

a capacidad

gos, Estos
leucocitos

ols (167)

Seklecki

ctaron Un

de los
en la

eal izaron

descrito

En relación con la capacidad de

para moverse orientadamente en función

observamos que el mayor valor de los

tácticos para cefotaxima fué con 120
que para la movilidad espontánea fué de
encontrandose ningún efecto para el

concentraciones ensayadas.

los

de un

indice

ng/ml

12 pg

resto

macrófagos
gradiente,

s quimio-

mientras

¡mil, no

de las

s trabajos

ámicos sobre

conclusiones

real

la

muy

zados por

movilidad
dispareS;

otr

de

as¶

os

los

Fi

autores con

PMN humanos

etta y cols.

Lo

act

an

betal

1 ndi c
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(131>, ensayando

no encontraron

ni sobre la

al igual que

con cefotaxi

Un grupo

potenciado

mientras

con cefot

(131, 171,

con cefotetam, ceftazidima y

efecto sobre la movilidad

quimiotaxis de monocitos y
Belsheim y Gnarpe (170> en la

ma o Majeski y cols. (165> con
de investigadores describieron

r de la quimiotaxis con betalactgni

que otros encontraron un efecto

axima, cefoperazona, moxalactani y

172, 173).

moxalactam,

espontánea

neutrófi los,

quiniotaxi s

cefamandol

un efecto

icos (167)
1 nhi bi dar

ce fm e tazo 1

En la exposición previa de los macréfagos a

distintas concentraciones de netilmicina, no detectamos

ningun efecto destacable ni en la movilidad espontánea

ni en la quimiotaxis. Estos resultados confirman los

obtenidos por Forsgren y Schmellng (126) con kanamicina

y gentamicína y los de Burgaleta y Moreno <172> con

amikacina, sisornicina y tobramicina. Sin embargo .Seklecki

Khan y Goodhart con amikacina, kanamicina, gentamicina,

tobramicina y netilmicina hallaron efecto inhibidor

de estas funciones en PMN (162, 168, 174)fi

Las diferencias obtenidas por los investigadores

citados, puede radicar en el

por la técnica de migraci&n

Nelson (175), o por el método

tan como parecen indicar los
y el más reciente de Bignold <1

Para el reconocimiento

ser fagocitado, los macréfagos

la opsonización o adherencia

caracteristica del macrófago, a

y la movilidad, depende de

método e

en agarosa
de c~mara

trabajos
77) fi

mpl

de

de

del material

se unen al mi

i nmunol 6gi ca

1 igual que

estructuras

eado ya

descrito

Boyden

Qule

sea

por

(14>,

(176>

que va a

smc mediante

(178). Esta

la adherencia

de membrana,
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pero a pesar de

resulta necesar

funcional subsig

La opson
de receptores

del macrófago

opsonización en
la existencia y

indicados

ser una propiedad básicamente

la para llevar a cabo la

uiente: la fagocitosis.

i zac i ‘5n
Fc y CSb

(179>;
esta

de c

estructural

acti vi dad

se realiza gracias a la presencia
del complemento sobre la membrana

por tanto el estudio de la
célula es una forma de detectar

uantificar el número de receptores

Los resultados hallados, tras el recuento del

número de candidas adheridas en 100 macr6fagos, indicaron
que ni cefotaxima ni netilmicina estimularon esta

capacidad. De igual forma la fagocitosis de Candida

albicans por macrófagos peritoneales tampoco se vié

afectada, pero si fué fundamental la presencia de suero

para incrementar la fagocitosis como indican los

resultados. Lehrer y Cline (80) indIcaron la necesidad

de la presencia de factores termol~blles en el suero

necesarias para una adecuada opsoni zaci ón y consi gui ente

fagocitosis.

Tras

nucleares
Burgaleta

alguno ni

capacidad

Rodríguez

cois. con

tratar previamente a los

con moxalactam, gentami

y cols. (172, 173> no

en la fagocitosis de CE

microbicida. Iguales r

y cols. con cefmetazol
netilmicina (166>.

leucocitos

cina y

encontra

al bí cans
esu Ita dos

(167) y

PO

cef
ron

ni
obt

Sekl

1 imorfo-

otaxf ma,
efecto

en su
uvi eron

eckl y

Ferrari y cols (130) hallaron

la fagocitosis y muerte de 0. albicans

de gentamicina, tobramicina, amikacina,

inhibición de

en presencia

si somicí na
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y ribostatina por PMN. El previo tratamiento de

alveolares con aztreonam y netilmicina no

la fagocitosis de partículas de zimosán (180

y Midtvedt observaron una potenciación de la

de Escherichia colí por neutrófilos humanos

incubados con cefoperazona, cefotaxima,

y aztreonam (181)-.

macrófagos

efectó a

>‘ Língaas

fagocitosis

previ amente

ceftazidima

Resumiendo, podemos decir que es un hecho fisioló-

gico importante el que un antibiótico estimule la movi—

lidad espontánea y la quimiotaxis de los macrófagos,

ya que ayudaría a un mayor acúmulo de estas células
en los lugares inflamatorios, facilitando además su

poder fagocítico y su papel como presentador de antígenos,
etapa previa para el desencadenamiento de respuestas

inmunes específicas.



— í~9 -

EFECTO INDIRECTO DE CEFOTAXIMA
ACTUANDO SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD

cali y Staphyl ococcus aureus FRENTE

MJCROBICIDAS EJE LOS PMN.

Y NETILMICINA

DE Escherichia

A LOS MECANISMOS

La patogen

varios factores;
por el mismo mi

basados en los

específicos del
que determinará

o no.

idad en el

algunos de

croorgani smo

sistemas de

Ivesped. Esta

finalmente si

hombre

los cu

invasor

deten s a

estrech

una in

es dependiente de

ales son producidos

y los demás están

específicos

a relación

fección pros

o

es
per

no

la

ará

En circunstancias excepcionales

cepa invasora posee unas ca>—acterístic

especiales o cuando el huesped esta

es decir con sus defensas mermadas, esta

se puede inclinar finalmente hacia

aquí donde el conocimiento y el uso

antibióticos pueden jugar un papel

recuperación del paciente <81).

en la que la

as de virulencia
nniunocompronieti do,

estrecha relación

el patógeno. Es

adecuado de los

importante en la

Tradici

se median en
onalmente

términos de

a actividad de los

concentración mínima

ant Ibióticos

inhibitoria
(CMI) y concentración mínima bactericida (CMB>, pero

en la actualidad se sabe que estos antibióticos pueden

tambien inducir cambios morfologicos y metabolicos

no letales que pueden llegar a ser determinantes,

aumentando la susceptibilidad de los microorganismos

patógenos frente a los mecanismos de defensa del huesped.

Así Lorian

la concentración

en la bacteria

y De

mini ma

algún

Freitas (182> en 1977 definieron

de antibiótico que puede causar

cambio morfológico o funcional
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repercutiendo en la elaboración de ciertas toxinas,

biósintesis de enzimas, ant¶genos de superficie etc,..

Tambien Parker y cols. (183> y más tarde McDonald y cols.

<184> indicaron que los antimicrobianos in Vitro

podi an retrasar el crecirni ento bacteriano durante un
ti empo mayor al de exposición al antimicrobi ano. Todos

estos cambios en la bacteri a pueden potenciar y favorecer
la actividad microbicida de los leucocitos, potenciando

su fagocitosis y muerte intracelular (113>.

En n

previ ament

de tiempo

cefotaxi ma

neti lmicina.

uestro trabajo estudi amos este efecto tratando
e E. coli y S. aureus durante un breve periodo

con un inhibidor de sintesis de pared como

y un inhibidor de sintesis proteica como

Los betalactamicos como cefotaxima

muy activos frente a la mayoria de los

y gram-positivos, lo mismo ocurre con los

frente a los gram—negativos; si bien

suelen ser inactivos frente a gran parte

gram-positi vas (excepto Staphylococcus

5. aureus y 5. epidermidis > si suele

práctica clínica en combinación con

(inhibidores de sfntesis de pared).
que estos pueden causar en la pared bac

la penetración de los aniinoglicósidos
y potencian su acción bactericida (185).

La determinación de las curvas de

cefotaxima y netilmicina, se realizaron

el tiempo máximo que podían estar E. coli

expuestas a la acción del antibiótico si

viabilidad, pero que podian provocarles

suelen ser

gr a m— n e g a t i y o 5

ami nogí 1 cósi dos
estos ultimos

de las cepas

como los
usarse en la

betal actámicos

Las alteraciones

teriana -Favorecen
en su interior

etal i

para

y
n

al

dad para

esti mar

5. aureus

perder su

gun cambio
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morfológico

indicaron 30

neti lmicina

sabe que
que según

primera med

cósido al

y letal-.

cl oran

con so

podi a

mecan 1

o funcioñal (114)- Los resultados nos

minutos para cefotaxima y tan solo 10 para

(en amibas bacterias>-. De este último se

posee una acción bactericida muy rápida y

Weisblum y Davies (186) transcurría en la

ia hora de exposición. La unión del aminogíl-

ribosoma sería para entonces irreversible

Con otro inhibidor de s~ntesis de

fenicol, Pruul y McDonald (113) c

lo un minuto de exposición a altas

ser suficiente para sensibilizar

smos microbicidas del leucocito.

El interés por estas c

antibiótico se deben en parte

mal en el leucocito y las bacter

pueden quedar asi protegidas de

Alexander y Good (187> demostrarO

S. aureus y P. aeruginosa con clor

meticilina, ampicilina, penicil

y eritromicina antes de la fag

el porcentaje de muerte Intracel

la acción de un antibiótico que

no

sino

<bact

imitarse solo con
que podría comprometer

en as dañadas> tras la

protel nas

omprobaron

concentrac
E. coli a

como

como

iones
los

ortas exposiciones de

a que muchos penetran

ias una vez fagocitadas

la acción del fármaco.

n incubando previamente
anfenicol, tetraciclina,

ma 6, Streptomicina

ocitosis, se aumentaba

ular por los PMN. Asi

penetrara poco podría

las bacterias extracel ul
su supervivencí a i ntracel
ingestión por el leucocito.

ares

ul ar

La penetrad

tos suele ser

poco o nada

• (189, 190>

no afectó a 1

ón de los betalact~I11idOS
muy mala, así se vió que la

penetrante (101, 103, 188>.
demostraron que cefmandol a

a supervivencia de f~2im ~v

en los

penici lina

Adinolfi

4 veces

S. aureus

fagoci

6 era

y cols

su CMI
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fagocitados al

Con cefazolina

<103) obt uvieron

igual que el imipenem

y cefalexina tampoco

mejores resultados,

y la piperacilina.

Prokesch y cols.

Los aminoglic5sidos mostraron una

los betaláctamicos (103> debido a

lidad, pero resultaron intracelul

191) al ser sensibles a los cambios

Los resul

crecimiento tras

con antibiótico

al control Así

con cefotaxima

la primera hora

explicación a

por ciertos

a nivel de la

de penicilina
la formación

de formas fil

rapidamente el

antibiótico.

mejor penetración

su mejor liposo—

armente inactivos
de pH.

tados obtenidos en las cinéticas de

el previo tratamiento de las bacterias

mostraron un comportamí ento distinto
pues el previo tratamiento de E. coli

aceleró su ciclo de división durante

(104,5 % mas que el control), una posible
este comportamiento podria ser el dado

betalact~micos que al ejercer su acción

pared, unlendose a las protefnas fijadoras

s (PBP) ocasionarían una inhí bidón de

del septun con la consiguiente formación

amentosas que se dividirian incrementando
número de bacilos después del tratamiento

Este efecto fué muy estudiado con concentraci enes
subinhibitorias de ampicilína, mezíecilina, aziocilina

y cefsulodina sobre E. coN y P. aeruginosa (108, 192).
Algunos autores tambiin hallaron ausencia de retraso

en el crecimiento de bacterias gram-negativas al usar

diversos betalact~wicos como ampicilina (193>, cel’amandol

<194) y cefotaxima (195); en la mayoria de los casos

para producir este retraso se necesitaron concentraciones

varias veces mayores que la CMI.

que

1 ubi

(99’
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Cefotaxima si produjo

cimiento de 5. aureus

;

primera media hora

incluso redujo el

ción antibiótica.

un retraso en la

su mayor retraso
129,4% más que el

inóculo de partida

cinética

se obtuvo

control

tras la

La diferencia de comportami ento

y 3. aureus podría estar relacionada

requeri do por cada microorganismo para s
enzimas encargadas de la síntesis de

por ejemplo las proteinas de bajo

constituyen el mayor número de PBP en

no en los cocos, también el tiempo re

síntesis de la pared es más corto en

entre

con el

1 nteti zar

Ja pared<
peso molect¿

los bacilos p
querido para

bacilos (19

E. coil

ti empo

nuevas

Así

lar

ero

la

6>.

De esta forma, la breve exposición de E. ccli

con cefotaxima no detendria del todo, el proceso de

división, pero darla lugar a bacilos incompletos y

formas filamentosas. En 5. aureus el efecto de la

exposición podría ser mayor, los cocos tambign sufririan

una detención de su crecimiento, alteraciones estructu-

rales de su pared y serian más sensibles al trauma

ocasionado por los 10 minutos de centrifugación as-Y

como a su posterior resuspensiór¡ en un medio de incubación

menos -favorable para su crecimiento (HBSS—gelatina

+ un 10% de suero)

viabilidad observado
al previo tratamient

ningifn efecto bact
y S. aureus

.

La

produjo

prev

un

ia

ret

expo

raso

esto

en la

o con

en ci da

sidón

en

explicaría el descenso de

primera media hora posterior
cefotaxima. El suero no tuvo

apreciable sobre E. coil

de 3. aureus con netil

su crecimiento de 1
micí na

hora
alcanzandose

hora (44,2%

su máximo efecto

más que el contr

durante

ol> en c

la primera media

ambio con E.. colí

de cre

en la

donde

expos i
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no se apreció ningún efecto significativo.

Aquí las- diferencias de comportamiento

ambos mi croorgani smos

de recuperación de

breve exposición de

ser suficiente para

sintesis limitando

enzimas y proteinas

pueden estar en base a la

su sintesis protéica, ya

5. aureus con netilmicina

bloquear de un modo parc

la biodisponibilidad de

necesarias para su crecimí

capad dad

que una
podría

ial esta

ciertas

ento (114>.

La

experi enci

acción

as se
Así tras el previo

bactericida de

vió favorecida
tratamiento

los PMN en
de diferente

nuestras

manera.

de E. ccli con cefotaxinia

se incrementó

3 horas siguie

última hora (11

con 5. aureus

alcanzando su

más que el co

netilmicina el

el control > al

se alcanzó su

hora (89,4% más

la acc

ntes,

2,8% m

este

máxi mo

ntrol )

efecto

igual

máxí mo

que el

Existen experi

los mismos resultados

tanto a concentraci

subinhibitorias.

ión bactericida de los PMN en las

alcanzando su máximo valor en la
ás que el control). En el tratamiento

efecto perduró durante 2 horas

en la segunda media hora (120%

En los ensayos de E. ccli con

duró solo 1 hora (62% más que

que con 5. aureus, aquí además

valor durante la primera media

control > •

encias similares

con betalactámicos

ones superiores

que

y amino

a la

obtu

glic

CMI

vieron

ósidos

como

Así McDonald y cols-.

PO de la capacidadtenci ador
al tratar E. ccli con concen

CMI de cefoxitin, amoxicilina,
durante un durante un corto

(de 10 a 30 minutos>-.

(114> hal

bacterici

traci ones

ampi ciii

ti empo

1 aron

da de

mayo

na y

de

un eI’ecto

los PMN

res de la

gentamil cina

exposición

entre
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Watanabe y cols. (197> consiguieron también este
efecto potenciador incubando E. coli durante 2 horas

con 1/4 de la CMI de ceftizoxima, Raponi y cols. (198)

con 1/2 de la CMI de netilmicina y ceftriaxona, y

Gutiérrez y cols. (199) con 1/2 de la CMI de ceftazidinia

y gentamicina. En un trabajo más reciente publicado

por Mandelí y Afinan (142> tras incubar E. colí durante

1 hora con concentraciones subinhibitorias de cefotaxima,

su metabolito desacetilce-fotaxima o juntas se consiguió

potenciar la capacidad bactericida de los PMN.

En relación con la cinética de crecimiento de

S. aureus (previamente tratadas con cefotaxima> en

presencia de PMN hay que decir que el efecto bactericida
registrado durante la primera media hora no es atribuible

a los leucocitos sino más bien al antibiótico, pero

después el efecto potenciador si es evidente.

Revisando los trabajos publicados por otros

investigadores podemos encontrar conclusiones semejantes
con S. aureus y otros betalactámicos como penicilina G,

amoxicilina, ampicilina y meticilina donde utilizando

concentraciones por encima de la CMI ocasionaron la

muerte de 5. aureus por PMN <187, 114). Root y cois.

(111) hallaron que 5. aureus tratados durante 2 horas

con 1/4 de la CMI de penicilina G, fueron más sensibles

a la acción de PMN, pero no encontraron este efecto

con gentamicina. Cuffini y cols. (201> determinaron

el mismo efecto potenciador con certazidima, Friedman

y cols. <202> con nafcilina, Adinolfí y cols. (190>

con imipenen.

Los trabajos con 5. aureus y aminoglicc5siclos

son escasos, debido a su poco uso por separado en

terapéutica de infecciones por Grani-posltivos. Pero
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se encontró en Gram—negativos
exposición con gentamicina fué

lizarla frente a los mecanis

PMN <114>.

como

sufi ci

mos mi

E. coli do

ente para s

crobi ci das

Los mecanismos

aminoglicósid

itos no están

onados con sus

por los cuales

os favorecen la

muy claros, pe
diferentes maneras

los

ac

ro

de

beta 1 actám

tividad de

parecen e

actuar..

Los betalact

uniéndose a unas

(PBP). De esta ma

sfntesis de pepti

la estructura de

que los antígenos
favoreciendOse una

en nuestro caso
consiguiente facil

y cols. (111> la mo

por el previo tr

como

los

(enz

como

(204

la

mec a

penici

ni smos

ámicos actuan a nivel de la
proteinás fijadoras de peni

nera producen una inhibición

doglicano y de esta forma

la pared

de superf

adecuada

por el

itando la

dific ación

atamiento

lina 6,

bacteri c

a ume

idas

imas endogenas como la

contraposición a los

205>.

• Este hecho

ide queden
opsonizaciCn~

complemento 2

agocitcsis

de la superficie

con antibióticos
ntaría su sensí

no nxidativos d

lisozima y

mecanismos

ciertas p

de muerte

pared

ci linas

de la

al teran

hace también

más expuestos,

principalmente
03> y por

Según Root

de S,aureus

de pared

bilidad a

e los PMN

roteasas )

oxi dativa

Los betalact

en los bacilos,

a concentraciones
en E. coli por un

carboxi pepti dasa

hidrofobicidad de

su reconocimiento

ámicos también producen alteraciones

así exposiciones por betalactáflicos

subinhibitorias inducen fil amentos
a posible inhibición de la 0—alanina

(108). También pueden aumentar la

la superficie celular -Favoreciendo

(115, 206>. Hay reducción de componentes

nde

en si

de

la

bí —

los

y
1 eu

reí

los

coc

aci

i cos

los

star



- 167 -

para
de

<11
sob

de
bol

la

la síntesis de cápsula con la consiguiente expos

antígenos ocultos <114, 207>. Kudurugawa y

8) observaron en las cefalosporinas un efecto inhi
re la capacidad de retención de hierro por

las bacterias, requerimi ento esenci al para su

ismo y que de una forma indirecta puede al

síntesis de su cápsula.

En el

a nivel del

así pueden

tales como 1

cuya función

y otras enzi

síntesis de p

en la pared

(209). Todo

caso de los aminoglicósidos estos actuan
ribosoma uniéndose a la subunidad 30S y

interferir en la s-.íntesis de proteínas,

a proteina A de la pared de S. aureus (208)

es impedir la opsonización <antifagocitaria),

mas que a su vez podrían comprometer la

eptidoglicanos de forma que sus ensamblajes

resultaran defectuosas generando anomalías

ello finalmente, puede repercutir en una

mejor opsonización y

fagocitosis (210>.
por tanto en un aumento

Veringa y cols. (211)

la sfntesi s de proteína
os6mico como clindami

tasa de fagocitosis por

demostraron que la

A de 5. aureus por un

cina aumentaba sen
PMN.

hallaron

a altas
gí i cósi d

con la
(114) y

213>.

En bacilos Gram-negativos Lida y Koike

alteraciones en la estructura de la

concentraciones de antibiótico. Los

os producen alteraciones de la síntesis

consiguiente producción de proteinas
disminución del material antifagocitari

<212)

pared

amino-
proteica

extrañas

o <199,

Diferentes medios

efectos distintos en

de Incubación

la bacteria

pueden

tratada

mostrar

con el

i ci ón

col 5 -

bidor

parte

meta -

terar

de

ri b

su

de la

1 nhl

lnh

sibí

bí ción

1 bí dar

ement e
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antibiótico.. Así el previo tratamiento de 5.. aureus
durante 10 minutos con 4 veces la CMI de netilmicina

en caldo de Mueller-Hinton <M-H> en nuestro experimento

ocasionó un aumento de sensibilidad a los PMN mientras

que con caldo

ningún efecto-.

curvas de letal

antes de que

M-H era de 10

hasta los 30 mi

de

Es

i dad

empe

mi n

nutos

Tri

to t

dond

zar a

utos

ptona-Soja

ambién qued

e el tiempo

el descenso

mientras que

(T-S) no se

ó reflejado

máximo de e

de viabil

con T—S s

Es

Tri ptona-

bastan

Soja

te conocido el poder

así como su poder

nutritivo

de resiici

del caldo

tación de

esporas previamente cal

creemos que este medio
y le permite soportar niej

relativamente más largo,

No se ha demostrado pero

de exposición más largo,

al experimento con Mueller-

Otros investigadores
de los medios de incubación

entadas (214)..

es más favorab

or durante un

el efecto

pensamos que

obtendri amos

Hi nton

encontraron

utilizados

Por todo ello

le para 5. aureus

periodo de tiempo

del antibiótico..

con un periodo

efectos perecidos

otros

para la

efectos

previ a

exposición de

previamente tr

Soja no se

normal, pero

caso, parece

en el caldo d
(215). Wilson

en el retraso

bacterias

atado con
detectó

sí con c

que la

e T-S in

y Rolin

de crec

tratadas con penicilina 6 en
de cerebro y corazón.

con antibióticos; así

trimetroprim en caldo

ningun retraso en su
aldo de Mueller-Hinto

mayor concentracion

hibió la acción del t

son (200) no vieron

imiento de 5. aureus

caldo nutritivo o

con S..aureus

de Triptona-

creci mento

n.. En este
de timidina

rimetopririr

diferencias

previ amente

en infusión

Para concluir diremos

y 5.. aureus a cefotaxima y

que la exposición de E..coli

netilmicina durante un corto

apr
en

xposi

i dad

e al

eci ó

las

ción

con

argo
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periódo de tiempo

es sufici

morfol ógi

creci mi en

y lo que

a los

consí gui

y activi

col abora

aquel los

post op er
deten s a

ente

cas

tos

es

meca

ente,

dad i

r a

paci

ator 1

debi 1

a concentración

para producir
y funcion

normales

más impor

nismos mi

aunqUe no

ntracel ul ar

la erradi

ente donde

os, sida

itados

en las bacterias

que pueden r

o E-. coli con

los hac n

al es

except

tante

crobl c
puedan

si p

cací ón

ya sea

etc;

idas

tener

uede n

del

por

e m

de los

una buen

de una fo

patógeno

la edad,

tengan sus

superi nhibitori a

al teraci

et rasar

cefotaxi

s sensi

PMN

ones

sus

ma )

á bles

- Por

a penetración

rna indirecta

máxime en

drogadi cci ón

mecani smos de
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EFECTO INDIRECTO DE FLUCONAZOL

LA SUSCEPTIBILIDAD DE Candida

A LOS MECANISMOSMICROBICIDAS DE

ACTUANDO

al bi cans

LOS PMN.

En comparación

los avances en fármacos

por hongos son más

el principal antifúngi

50, mientras que las

los 30, así no es de

lleve un retraso de 20

con los agen

para el tratami

recientes.. La

co que se uti

sulfamidas ya

extrañar que

años.

tes

ento

arfo
lizó

se

en

antibióticos,

de infecciones

tericina B es

en los años
utilizaban en

este campo se

En la actualidad se ha detectado un aumen

las infecciones por hongos oportunistas, sobre

en pacientes inmunodeprimidos <216, 217, 218,

Además los hongos que antes se consideraban coloni

inofensivos ahora se han transformado en pa

y algunos de ellos son resistentes a varias antí
(220, 221, 222).. Ello ha hecho que se promovi

producción de fármacos nuevos más efectivos; y
que aumentara la neéesidad de realizar pruebas de

tibilidad in Vitro para informar a los clínicos
son los tratamientos más adecuados.

to de

todo

219)..

zadores

tógenos
fúgí cos

era la

también

suscep—

cuales

El fí uconazol pertenece a

(triazoles), es un anti-fúngico

hace poco, aprobado por la a

americana para el tratamiento de

por criptococos en pacientes

del fluconazol son su gran

a proteínas~ alta biodisponibi

estabilidad metabólica (150)

el liquido cefalon’aqUídeo (LCR>

la familia

oral mente

dmini straci
candidí así

con sida.

solubilidad, baja

lidad, larga vida

y buena penetrací

(223, 224>.

de los azoles

activo y desde
ón de sanidad

s y meningitis
Las ventajas

unión

medía,

ón en

SOBRE

FRENTE
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El primer problema que presentan los antifúngicos

es la falta de reproductibilidad encontrada en las

pruebas de

trabajos d

estudi aron

tericina B,

226, 227,

afectar los
tales como

233, 234,

tiempo de 1

(158, 225,

suscept

e van

una gra

fí uclt

228)

resul

el me

235>,
ectur

237,

ib

os

n

os
Ex

tado

dio

pH

a de

238)..

lidad. Esto quedó patente en los

grupos de investigadores, que

variedad de fármacos como la anfo-

ma, ketoconazol y fluconazol <225,

sten varios factores que pueden

s de las pruebas de susceptibilidad;

de incubación (229, 230, 231, 232,

del medio (229, 231, 235, 236>,

los resultados y tamaño del inóculo

En nuestro

del -fluconazol

de macrodilución

y tamponado para

de pH (239, 240>-.

estu

para

en

evit

dio se ha valorado la susceptibilidad

Candida albicans por

caldo YNB con un 1%
ar los efectos negativos

el

de

del

método

glucosa

cambio

La determí

realizó en dos

estos resultados

del pH, así

a 20 ug/ml

7,2 la CMI
las 48 hor

100 ug/ml

de 4 ug/ml..

con el cic

a pH 5,4-.

el tiempo

fungi st~ti

(241>..

a

y

y
as

mi en

El

lo

El

se

nación
pH,

obtenidos

de la CMI y la

uno a 6

se
las 24 horas

la 0150 de 4
la 0150 fuero

a pH 5,4, la

tras que a pH

efecto del pH

de división, y la

cambio de val

debe a que 1

,4 y
obser

a pH

u g/m 1

n igu

CMI

7,2 1

tiene

0150

otro a pH

efectovó un

5,4
mi

al es

y la

a CM

una

la

entr

a

CI

Iy

est

CMI

as

0,8

50

la

recha

c&ndida crecía

ores de las

os azoles

CMI

tienen

<227)

neutro

1 mpor

se

De

tante

fué igual
que a pH

ug/ml .. A
fueron de

eran

reí ación

mejor
y C150 en

una tasa

co/-fungicida alta a concentraciones terapéuticas
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Estos resultados

y cols. (242) quienes

en 0,8 pg/ml, o los de

Mcíntyre y cols. (227)

algo menor, 0,5 ..ug/ml
a las 24 horas pero

aminoácidos-. Anaissi e

CMI de 0,25 xig/ml.

coinciden con los de Vant Wout

determinaron la CMI a pH neutro

Cook y cois. (228)-. Por contra

determi naron una CMI y una CI 50

y 0,25 pg/ml respectivamente,
en un medio para hongos con

y cols. <243) encontraron una

Todo

antes menc

agrava más
dentro de

obtener en

mentad ón

esto no hace más que remarcar e
ionado y que en el caso de los

Pese a todo, las CMI y C150 se
las concentraciones terapéuticas que

sangre, tejidos humanos y animales

(149, 227, 244, 245).

1problema

azoles se

encuentran

se pueden

de experi-

La discrepancia entre la efí cací a ‘in Vivo’ de

los azoles como el fluconazol

diseminadas en ratones granuloc

248> y su limitada actividad

en curvas de letalidad nos hizo

efecto cooperativo de estos

mecanismos de defensa del huesped

-frente a

itopénicos

in Vitre’
pensar en

antifúngicos

(228, 246, 262>..

candi d

(246,
demos

asís
247,

trada
un posible

can los

Al Intentar valorar la sensi bí 1 idad de C. albicans,

previamente tratadas con -fluconazol, a la acción fungicida

de PMN, nos encontrábamos con dos problemas; primero,
se necesitaba un tamaño de inóculo superior al utilizado

6en pruebas ~e susceptibilidad (10 ufc/ml frente a
4

10 u-fc/mí> y puesto que había un fuerte efecto inóculo
(226> tuvimos que realizar una segunda prueba de suscepti-

bilidad determinando una nueva C150 y un tiempo de

exposición adecuado-. Como no se puede hallar ninguna
para ese inóculo, se caictiló í~ CI25 (concentración
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mínima que redujo el

cuarta parte respecto a

fué una C125 de 4 xig/ml

y un tiempo que se

vaginales (254), en

cerebroespinal (224>,

orina y suero (250, 255)

crecimiento de

su control > , El

durante 6 horas,

pueden alcanzar

esputo <253),

tejidos vaginal

C. albicans una

resultado final

una concentración
en secrecciones
en el fluido

es (251) o en

El otro problema era la tendencia que tenia

O. albicans a formar filamentos en presencia de suero

(264, 265>. Asi Lehrer y cols. (80) demostraron que

cuando se incuba O. albicans con suero, despues de

4 horas los organismos crecían en fase miceliar y podian

alterar de forma engafiosa el número de unidades viables

en un recuento en placa, así si una sola célula de

una cadena miceliar sobrevive a la fagocitosis podía

formar una colonia y ocultar el hecho de que otras

células habian sido destruidas por los PMN-.

Llegados a este punto tampoco podiamos

del suero en nuestro experimento ya que son mdi

sus factores para una fagocitosis efectiva,

manera se fijó el tiempo de incubación de

<previamente tratadas con fluconazol) con 1

3 horas.. De inmediato se observó retraso en el
de C. albicans previamente tratadas con

y en ausencia de PMN. Este efecto se

antifúngico ya que el suero a un 10% no

efecto fungicida apreciable..

El principal mecanismo de

es la Inhibición de la sinte

es el mayor esterol encontrado

y levaduras. Su inhibición puede

prescindir

spensables

de esta

c~ndi das

os PMN en

crecí miento

fí uconazol

atribuyó al

tuvo ningún

acción del fluconazol

sis de ergosterol, que

en membranas de hongos

tener numerosos efectos
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sobre la actividad de las enzimas de

256, 257). Se cree que todos los tr
tener un modo de acción más directo sobre

de membrana.. Tambien podrían inhibir la

citocromo O y las enzimas peroxidasas,

tanto un aumento en la generación

intracelulares <258, 259, 260)..

membr

i azol e

los -Fo

cxi d

pr ovo

de

ana (148,

s podrían

sfol ípi dos

ación del

cando por
peróxidos

La interacción del fluconazol con los mecanismos

de defensa del hu
con fluconazol

con O. albicans

,

diferencias en

incubando PMN

en la pro

Roilides y

de interfe

de ½s PMN

y cols.

fí uconazol

y no detec

tenia una

tan siquier

30 minutos

ducc

col

renc
al i

262>
en

taron

buen

a el

esped Van

(2,5 a

normal es

-t

20

y

Wout

mg/k

ne ut

y

9>
rop

cols. (242)

ratones

énicos, no

su efectividad, Abruzzo

con fluconazol encontra

ión de quimiluminiscencí

s.. <141> no determinaro

ia del fluconazol sobre

gual que Senior y Shaw

estudi aron el efecto
macrófagos infectados

ningún efecto pese a
a penetración intracel

previo tratamiento de O.

aumentó la actividad

tratando

nf e cta dos

hallaron

y cols. (140>

ron un descenso

a; mientras que

n ningún efecto

las funciones

(261>.. Van Etten

Intracelular de

por O.. albicans
que ese triazol

ular <263>, ni

albicans durante

intracelular posterior.

En n

de la sens

uestro estudio

ibilidad de C.

sí

alb

se vió un efecto

icans a la acción

potenci ador

bacterici da

de los PMN-. Este

tratamiento con 4

Hubo un aumento del

duró

ug/ml

43,8

una hora despues de un previo
de fluconazol durante 6 horas.

% con respecto a su control -

Una posible explicación puede ser que C. albicans

tras el tratamiento con fluconazol sufre alteraciones

morfológicas y funcionales <ya comentado> y pueden

ser más facilmente opsonizados y fagocitados por los PMN;
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ya en su

peroxidasa,
un aumento

peróxidos de

interior serian destrul

una enzima lisosoma!

del consumo de oxígen

hidrogeno (252, 266>..

dos

<252

o y

por la Mielo—

), produciéndose
generación de

Estos

di f’erenci as

in Vitro’ y

hechos podrían

de efecto entre

los resultados

explicar, en

las pruebas de s

terapéuticos rea

parte, las

usceptibi 1 idad

les.
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6.- CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

.

A/ Los

el sistema de

el buen desar

Por todo ello

cefotaxima y

macrófagos

defensa del

rollo de la
estudiamos

netiln¡icina

son una

huesped,

respuesta

el efecto

sobre sus

parte importante en
son necesarios para

inmune específica.
que podian tener

funciones básicas
obteniendo las siguientes conclusiones:

LA— Ni cefotaxima

ficativamente la

a placas MIF.

2.A— La

de los

neti lmici

ni netilmicina

adherencia de

quimiotaxis y

macrófagos no

na. Cefotaxima

la

se

p

moví
ven

otencí ó

afectan signi—

los macrófagos

1 idad

modifi
la

espontánea

cadas por

movi 11 dad
espontánea y la qulmiotaxís a las dosis

y sobreterapéuti ca respectivamente..

terapéutl ca

3.A-

adh

su

de

con

Cefotaxima

esión de los
posterior

que se usaran

suero o no.

y netflmicina

macrófagos a

fagocitosis;

c&ndidas preví

no afectaron la

las cándidas, nl

independientemente

amente opsonizadas

B/ Los leucocitos polimorfonucleares son los

fagocitos profesionales por excelencia-. En esta parte

del trabajo se realizó un estudio del efecto que podían
producir cortas exposiciones de cefotaxima y netilmicina

(30 y 10 minutos respectivamente) a concentraciones
sobreinhibitorias <4 veces la CMI> sobre las cinéticas

de crecimiento de Escherlchia coli y Staphylococcus

aureus en presencia o ausencia de PMN-. Con -fluconazol

se estudió este mismo efecto sobre Candí da al bi cans
pero usando una larga exposi cidn a concentración

terapéutica. Se obtuvieron las siguientes conclusiones:
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LB— El pretratamiento

aumentó su ciclo de di

posterior al tratamiento

retrasó su crecimiento en

de E. coli con cefotaxima

visión en la primera hora

mientras que en S,aureus

las das primeras horas.

2.8— Cefot

de E. coli

los PMN d
tratamiento

2 horas.

axima
a los

urante 1

mientras

3.8— Netilmicina
E. coli pero si

acción de los PMN

incremertó la susceptibil

mecani sinos microbi ci das

as 3 horas si gui entes
que en 5. aureus fué dura

no afe

aumentó
durante

cUY al crecimiento

su sensibilidad a

la primera hora.

i dad
de

al
nte

de

la

4.8- El medio de incubación tuvo un papel relevante

en el tratamiento de S.. aureus con netilmicina,

así, en caldo de MLJeller-Hinton se observó un

retraso de crecimiento y un aumento de
susceptibilidad a la acción microbicida de los

PMN durante la primera hora posterior al
tratamiento mientras que en caldo Tríptona-Soja

la breve exposición antibiótica no tuvo ningún

efecto.

5..B— La exposición de C.. al

de fluconazol durante 6 horas

en su crecimiento durante las

al tratamiento y aumentó

a la acción de los PMN durante

bicans con 4

produjo un ret

3 horas pasten

su susceptlbi 1

la primera hora,

mg/l

raso

ores

Idad
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