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Introducción

ACTUACIÓN DEL ANTIMICROBIANO: FARMACODINAMIA U
La farmacodinaniia se puede definir de forma general como el estudio de los

mecanismosde acción y los efectosbioquímicosy fisiológicos producidospor los fármacos

(1).

El objetivo del análisis del modo de acción de los fármacos, es delimitar las

interaccionesbioquimico-fisicasentre el fármaco y la célula diana, para asi caracterizarla

secuenciacompletay el ámbito de accionesde cadaquimioterápico(1)

Estos conceptosson aplicablestambiéna las sustanciasantimicrobianas,ya queestán

sujetasa las mismascondiciones(2). Mi, su actividad se relacionadirectamentecon su

capacidadpara alcanzarel lugar especifico del patógeno,unirse a él en concentraciones

adecuadasy permanecerallí hastaque su efecto impida al microorganismocontinuar sus

fbncionesfisiológicasnormalmente(3).

Paraqueun antimicrobianoerradiquede formaefectivaa un microorganismopatógeno

del cuerpohumano,no sólo debeunirse al lugar apropiado(diana), sino que ademásdebe

hacerloenunacantidadsuficiente.Cuandono sesaturael númeromínimo de lugaresde unión,

la actividaddel antimicrobianono esla adecuada,ya que esteprocesovienedetenninadopor

las leyes del efecto masa(4). Clásicamentese pensabaque la actividad de un fármaco es

proporcionala la ftacciónde réceptoresocupadospor él, y queel máximo efecto seobtenía

cuandotodoslos receptoresse hallabanocupados.Posteriormente,seintrodujo el término de

eficacia,el cualimplica una mayorprecisiónen la determinaciónde la actividaddel fármaco,

basándoseen las relacionesconcentración/respuesta(5>.

Aunque esta relación no puederevelarnosmecanismosmoleculares,si nos ofrece

conceptosnuméricosde cómo la concentraciónde un antimicrobianoy sudianadeterminanla

respuestaterapéutica(1).

Por tanto, la concentracióndel fármaco en las proximidadesde los lugaresde unión

debeacercarsea un valor determinado,capazde saturarel númeronecesariode estossitios y

producirla inhibición del crecimientocelular.

Desgraciadamente,la cantidadde lugaresquedebenserocupadospor las moléculasde

antimicrobianoparaun únicomicroorganismonosestécnicamenteimposiblede definir, por lo

quehemosdeconformarnoscon emplearmétodosaproximadosqueestimenestosfenómenos.

—1—



Introducdón

TantolaCMI comola CMB sonbuenosmedidoresde la cantidadde fármaconecesariopara

inhibir el crecimientode los microorganismosporsaturacióndelos lugaresdeunión(6).

Es obvio que la actividadde un compuestoen el cuerpohumanoestádirectamente

relacionadaconla capacidaddel antimicrobianoparapenetraren el lugarde uniónapropiado,a

unaconcentraciónadecuaday duranteun periodode tiempo suficiente(7). No obstante,en el

organismoel fármacoestásujetoa unadisposiciónespecial,puestoqueexisteun gradientede

concentracióny de tiempo que no seproduceen las pruebasde laboratorio.El objeto de un

tratamientoantibiótico esconseguirsuficienteconcentraciónde fármacoen el órganoo tejido

afectadoparaconseguirel efectoerradicativodeseado(8).

Portanto, las dosáreasde información,porun ladola de actividadmicrobiológicay

por otro la farmacocinética,definen la eficacia de un antimicrobianobajo el término de

farmacodinamia(9).

A partir de esta relación de farmacocinéticay actividad microbiológica, surgen

múltiplesparámetrosimportantesa la hora de determinarla eficacia del antimicrobiano.Así

por ejemplo,el áreabajo la curva de concentracionesséricas(AUC), la concentraciónsérica

máxima(CmM) y lavida mediadeun fármacopuedenserrelacionadosconla CMI del patógeno

para generarparámetrosfarmacodinániicoscomo las relacionesAUC:CMI, C,~:CMI o el

tiempoquepermanecenlasconcentracionesséricasdel antimicrobianoporencimadela CMI (t

> CMI) (3).

La actuaciónde concentracionesinadecuadasde compuestoselimina tan sólo aquellas

subpoblacionesmássensibles,persistiendolas másresistentes.Estoimplica quela mayoríade

estasbacteriassupervivientespermanecenen una faseestáticamientrasel hospedadorelimina

el antibiótico, se recuperadel dañoen las panesafectadas,o sintetizanuevasproteínas.A esta

faseestáticaqueresultatrasla exposiciónde un individuo a un antimicrobianosela denomina

efecto postantibiáticoo PAE (10). El PAE es el tiempo duranteel cual el crecimiento

microbianoes inhibido unavezque la concentracióndel fármacoha descendidoa nivelespor

debajode laCMI (11,12).

La duracióndel efectoPAE esdependientede muchosfactores:el microorganismo,el

fármacoy laconcentraciónala que seencuentra,y la duraciónde la exposición(13-17).Una

vez que la concentracióndel antibiótico ha desaparecidodel entornoy la fase postantibiótica

haconcluido,si el microorganismoha conseguidosobrevivircomenzaráde nuevosuciclo vital

a ritmo normaly entraráen la fasedenominadade recrecimiento.A partirde estemomentoel

-2-



Introducción

microorganismopuedevolver a inducir una infeccióncuandoalcanceun tamañode población

óptimo (18).

lo
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Figura 1. Relacionesfarmacodinániicasentre la concentracióndc t~nnaco en sueroy la actividad

antimicrobiana.

Ya hemos dicho que una terapiaantimicrobiana efectiva lleva implícita la idea de

toxicidadselectiva,y requierequeelagenteantimicrobianoalcanceel lugarde infecciónenuna

concentraciónsuficienteparainhibir y preferiblementemataral microorganismoofensivo,con

la mínimatoxicidadparaelhospedador.(19). Resultaobvio pensarqueningúntubode ensayo

en el laboratorio va a reproducir de forma idéntica las condiciones en las cuales el

microorganismoy el antimicrobianose encuentranenel foco infeccioso.Lo sorprendentede

estefenómenono esque las pruebasde laboratorio fallen algunavez al predecirla respuesta

clínica, sino quemuyamenudosonfructíferasen ello.

Se puedenidentificartres líneasgeneralesde investigaciónque hayansido exploradas

en un intentodeganarmásconfianzaenla maneradepredecirel éxito terapéutico(20):

1.- Estudiosdesignadosparaaveriguarqueocurreenel encuentromicrobio-fármacoen

el tubode ensayo(como sucedeen las pruebasdeactividadmicrobiológica).

4 ** *

-3-
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2.- Esfuerzo en acercarlas pruebasin viti-o a la realidad. La correlaciónentre la

farmacocinéticay las pruebasde sensibilidadmicrobianasonun claro ejemplode

esteproceso.

3.- Empleode factoresinmunológicosexvivo parala extrapolaciónde resultadosalos

fenómenosqueocurrenrealmenteen el procesoinfeccioso.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS FÁRMACOS.

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

La actividadantimicrobianaintrinsecade los antibióticosse determinaen el laboratorio

medianteestudiosde sensibilidad in vitro, partiendo de un número importante de cepas

bacterianasftentea dichosfármacos(21). Existeactualmenteunaclara controversiaencuanto U’

a cuáles el mejory másprácticode los métodosde sensibilidada antibióticos, o a cualquier

sustanciaquemuestreactividadinhibitoria en el crecimientode los microorganismos(22,23).

Aunqueya se esténempleandométodosestandarizados(24,25), las dos herramientasmás

importantesen pruebasde sensibilidadantibacteriana,el método de difusión en agary el de

diluciónencaldo,todavíamuestrandiferenciassignificativasentreellas(26).

e

1.- ConcentraciónMinima Inhibitoria. CMI

.

El método de la dilución en caldo determinaya sea con macro o micro-volúmenes

(27,28)la CMI, esdecir,la concentraciónde fármacoqueinhibe el crecimientode un cultivo

demicroorganismosexpuestosaun fármacoen concentracionesseriadasal doble(29).

EstaCMII estáaceptadacomométodode referencia,y pruebade ello esquelas demás

técnicasde sensibilidadserefierensiemprecomparativamentecon ella. Segúnla NCCLS (25),

las pruebasde sensibilidadestánindicadasparacualquiermicroorganismoquecontribuyaaun

procesoinfeccioso, siemprey cuandosu sensibilidadno puedaser predeciblea partir del

conocimientode la identidaddel microorganismo,y fundamentalmenteen aquellasespecies

quepuedenmostrarresistenciaa los fármacosdeusocomún.

Indudablemente,la CMI tieneun valor incalculablea la horade averiguarla sensibilidad

de los microorganismosa los fármacos;sin embargo,tambiénes cierto que presentaalguna

desventaja(22):

- Sólo esútil si lascomparacionesserealizanbajo lasmismascondiciones.

-4-
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- Se realiza casi invariablementeen la fase logarítmicade crecimiento, cuando la

poblacióncelular cambiacontinuamente.

- A medidaquetranscurreel crecimientocelular, la cantidadde fármacodirigido a los

microorganismososcila.

- Es un valor estáticoo puntual, esdecir, no generainformaciónde la actuacióndel

fármacosobreel microorganismoa lo largodel tiempo.

Estas desventajasde la CMI surgeny se explican básicamentepor un motivo: la

aplicación de los resultadosno tiene el mismo fin. Cuando sehablade CMI con finalidad

práctica,nosencontramosconunasedede normaso criterios de determinaciónde sensibilidad

de los microorganismosa los diferentesfármacos, fundadosen la universalizaciónde las

técnicasa emplear.Con ello sepretendequela capacidadde inhibir un microorganismosealo

más parecidaposibleen todoslos laboratoriosquemanejanmuestrasclínicas, y que sepueda

enfocar de algún modo el tratamiento de una enfermedadinfecciosa. Sin embargo, si

empleamosla CMI con fines de investigaciónúnicamente,las condiciones aplicadasson

totalmentedistintas, puesto que la finalidad no se enfoca hacia la reproductividadde las

pruebas,sino a su utilidad cientifica.

2.- ConcentraciónMínima Bactericida.CMB

La CMB esla concentraciónmínima de antibiótico capazde eliminar el 99,9%de la

poblacióncelularprocedentede un inóculo estándar(10~ UFC/ml). Paradeterminarla CMB se

siembran en agar alícuotas de las concentracionesque inhiben el crecimiento del

microorganismo,y aquélladilución queno muestreindicio decrecimientoalgunoen la placase

considerarála CMB (29).

3.- CocienteInhibitorio. 10

.

El cocienteinhibitorio o coeficienteterapéuticoresultade la relación obtenidaentreel

nivel medio alcanzadoen suero en un tratamiento con dosis terapéuticas(expresadoen

microgramos),y la CMI del patógenopotencialmenteinfectante(30). Generalmenteseescoge

comovalor óptimo el que partecomo mínimo de 4, aunquedependede la aplicaciónclínica,

microorganismo,niveles tisulares/séricos¡LCRetc. (21,31). Así por ejemplo, la ausencia

relativade mecanismosdedefensaenel sistemanerviosocentralimplica quela tasade muerte

-5-
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microbianahade tenerunperfil másbienbactericidaque bacteriostáticoy, por tanto,el IQ ha

de seralgomayorparamejorarla actividad(32).

1.- Cuantificaciónde laactividadmicrobicidaen el tiempo.Curvasdeletalidad

La curvadeletalidadesunaherramientaexperimentalquepermiteapreciarla actividad

deun antibióticomedianteun seguimientoa lo largodel tiempo(33). Al igual queen la CMI,

esteefectosecuantificacomoresultadode la exposicióncontinuadel microorganismoa una

concentraciónfija del antimicrobiano(27).La actividadletalsepuedeexpresarcomola tasade

muerte ocurrida bajo una concentraciónfija de fármaco en condiciones experimentales

controladas(34,35).Dichatasase obtienecontandoel númerode microorganismosviables a

varios intervalosde tiempo (33). La tasademuertebacterianadependeen partedel tipo de

quimioterápicoempleado,de la concentraciónempleaday del tiempo de exposición(24,25).

Paraunmejorconocimientode la correlaciónentrelas pruebasde cinéticademuerteiii viti-o y

los resultadosterapéuticos,la limitación de la viabilidadmicrobianacausadapor el fármacose

debe interpretar a partir del conocimientode las concentracionesactivas del compuesto

antimicrobianoy sudistribuciónséricatrassuadministración(36).

Basándoseen esto,algunosautoreshan propuestounaclasificaciónen dosgruposde

los antimicrobianos,segúnsuactuación(3,32):

- Concentración dependientes. Aquéllas sustancias capaces de incrementar

marcadamentela actividadmicrobicidaa medidaque se aumentala concentracion.

En estecaso,podemosdecir que la muerte microbianadependede la diferencia

entrelaconcentraciónmáximadelfármacoy laCMI delpatógeno.

- Concentraciónindependientes(o tiempo dependientes).Aparentementecuandola

concentraciónde fármaco superaun determinadovalor (bien seaCMI o valores

superiores),la muertebacterianaseproduceaunatasade orden0, y el incrementar

dicha concentraciónno conducea un cambioproporcionalen la tasade muerte

microbiana. Bajo estas condiciones, no es predecible la correlación con

concentraciónpico sérica.

-6-
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o

2

o o
3 4 5

Tionípo

Figura2. Cinéticade muertede un microorganismofrentea un fármacocon comportamientoconcentración

dependiente(a) y otro tiempo dependiente(tú.

Cuandoseusacomo herramientala curvade letalidadparavalorarun antñnicrobiano,

generalmenteseempleanconcentracionessuperioresa la CMI. A intervalos fijos de tiempo,se

cuentanlas célulasviablesy seregistranenunaescalasemilogarítmicafrenteal tiempo.

A vecesel recuentocelularpuedeincrementarsetrasel descensoinicial. Estefenómeno

puedeatribuirse a la selecciónde mutantesresistentes,inactivación del antitnicrobiano o

recrecimientode las célulasquehayanescapadoala actividaddelfármaco(37).

Cuandoseexponeel microorganismoala accióndel fánnacoel efectoque seobtiene

esdependientede muchoscondicionantes.Estospuedenserde ozi~enbiológico o de origen

técnico,pero encualquiercaso sontodos importantesa lahorade generarunosresultadosno

sesgados.

1.1.-Factoresbiológicosqueinfluyen en la cinéticade muertemicrobiana

.

Tolerancia.Se producecuandoel microorganismoes capazde crecerenpresenciade altas

concentracionesde antimicrobianode formaquela acciónmicrobicidadel fármacoeseludible

(33)y, portanto,no seproducevariaciónen losresultadosdelas pruebasde sensibilidad.

Se han descrito al menos 3 mecanismoscapacesde generarsupervivenciaen ]os

aisladosclínicosdurantela terapiaconagentesdeactuacióna niveldemembrana(33,37,38>:

2 3 i o u 1 2
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Introducción

Persistencia.

Efectoparadójico.

Un númeroreducidode bacterias(generalmente< 0,1%) es capazde

sobrevivir al efecto letal de un antimicrobiano. Si estas células

persistentesson de nuevoincubadasjunto con el fármaco,encontramos

que sonexactamenteigual de sensiblesquela cepade la queproceden.

Ocurrecuandola supervivenciacelular seincrementasignificativamente,

al tiempoqueseaumentalaconcentracióndel agenteantimicrobianopor

encimade la CMB.

Tolerancia fenotípica. Es una propiedad que presentanprácticamentetodas las cepas

bacterianasy sedefine como un descensoen la sensibilidadal agente

antimicrobiano,el cual se manifiestasólo en determinadascondiciones

decrecimiento.

Resistenciafenotípica.Es posibleque un microorganismodesarrolle resistenciadurantela

realizacióndeunapruebade sensibilidad,y estaresistencia,queen la mayoríade lasocasiones

es fenotípica,esuna característicainherenteal microorganismo.Las pruebasde sensibilidad

microbianasonespecialmenteproclivesa seleccionarcepasfenotipicamenteresistentesde la

población. A diferenciade las cepaspersistentes,estossupervivientespuedendemostrarun

descensoen la sensibilidadcuandosevuelvena ensayar.

1.2.-FactoresMetodoló2icosqueinterfierenen la realizaciónde lascurvasde letalidad

Aparte de las característicasfisiológicas y genéticasinherentesal microorganismo,

existen otros motivos por los cuales la obtención de resultados en la sensibilidad del

microorgamsmoaun fármacopuedenversemodificados.

En muchasocasiones,los métodosexperimentalessonuna piezaclave a la hora de

asegurarunafiabilidadelevadaenlas conclusionesde un estudiodeinvestigación.

Fasede crecimientodel inóculo. Cuando se empleaun cultivo de microorganismospara

comprobarel gradode sensibilidada un quimioterápico,se ha de conocerconel mayorgrado

de exactitudposiblecuál es la fasede crecimientoen la que seencuentrael microorgamsmo

para iniciar la prueba.Un error muy frecuenteen los laboratorioses realizarpruebasde

sensibilidadconmicroorganismosen faseestacionaria.En estemomentodel ciclo devida del

microorganismo,se incluyenunagran cantidadde célulaslatentesdentrode la poblaciónque

-8-



Introducción

no sontan sensiblesa la accióndel fármacoy, por tanto, producentasasde muerte menores

(39,40).

Tamaño de inóculo.La cantidaddemicrobiospresentesen unapruebade sensibilidadesmuy

importante.El fenómenoporel cualseobservaun incrementosignificativo en la CMI cuando

se subela concentraciónmicrobianadel inóculo, se denominaEfecto Inóculo (27,41).En

general, se consideraque un incremento de la CMI es significativo cuando el valor de

inhibición asciende2 dilucioneso máscon un cambio en el tamañode inóculo de + 0,5 logro

UFC/rnl (42). A menudoesteefectoesatribuibleal incrementode las enzimasinactivantesdel

antibiótico, como ocurre con las 13-lactamasas(43,44). Existe en cambio, otro fenómeno

relacionadocon el incrementodel inóculo y que se ha citado ya previamente;la tolerancia.

Cuando se trabaja con tamañosde inóculo elevadosla tolerancia aumenta,mientras que

cuandose empleaun tamafio de inóculo reducidoel descensoen la toleranciaes inmediato

(45).

Contacto insuficiente. En ocasionesel microorganismono contactalo suficiente con el

fármacocomoparapoderpercibir unaactividaddel 100%.Esto es, en granmedida,debidoa

la presenciao ausenciade agitacióncontinuaduranteel procesoexperimental.En muchas

ocasiones,la adhesióndel microorganismoa laparteinmediatamentesuperiordel meniscodel

tubo de ensayoes la causade que el antimicrobianono actúe sobre la totalidad de los

microbios(46-48).

Arrastre de antinticrobiano. Este fenómeno se encuentra en los casosen que se emplean

muchaconcentraciónde antimicrobiano(supraCMII). Cuando setransfiereun volumendel

cultiVo a otro con mediofresco,ademásde arrastrarlos microorganismos,seproduceun paso

de una cantidadde antinúcrobianono deseado(49). En aquellaspruebasen que se emplea

dilución y siembraen placaesmuy comúndejarrestosde fármaco sobreel agarque pueda

influir aposteriorien el recuentode las unidadesformadorasde colonias.

Medio de cultivo. La elecciónde un medio de cultivo esesencialparayer la eficacia de un

fármacosobreun microorganismo.Sonmuchoslos factoresexistentesenun medio de cultivo

quepuedenafectaral crecimientodel microorganismoo a la acción del antimicrobiano.Por

ello, algunasde las variables del medio como proteínas(50,51), pH (52), fosfatos (53),
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osmolaridad,concentraciónsalinay cationesdisolventes(53,54),sonimportantesala hora de

seleccionarun mediode cultivo apropiado.

2.- AscaBalo la Curva de Muerte (AUKC

)

Este parámetro nos permite comparar el efecto encontrado en la interacción

microorganismo-quimioterápicoa lo largodel tiempoen que ambosestánen contacto(55,56)

El AUKC puedecuantificarsede formapanicularo global, esdecir, podemosobtener

cadauna de las AUKC de cadahorade muestreoen la curvade letalidad,o si no obtenerla

sumade todasellasquenosofreceun AIJKC completa,a lo largode todoel experimento.

Esteparámetronospermitesabercómosecomportaun antimicrobianoa lo largode la

exposiciónconel microorganismo,pudiendocompararcondiferentesconcentraciones.

3.- Persistenciade la actividad antiniicrobianatras la actuación del fármaco. Efecto

Postantibiotico

El efectopostantibiótico(PAE) esel términoutilizado paradescribirla persistenciaen

lasupresióndel crecimientobacterianoquesiguetrasunacortaexposicióndel microorganismo

a los agentesantimicrobianos(11). Es un fenómenoasociadoa la actividad inhibitoria de la

mayor parte de los agentesantimicrobianos,y se produce cuando éstos se ensayan a

concentracionesigualeso superioresa la CMI (14).

Aunqueestefenómenofue descritoen los años40 surelevanciaterapéuticano se haestudiado

verdaderamentehastamediadoslos años70. La demostracióndequeno setratatansólo deun

fenómenoin viti-o, sino que puedehallarsetambiénenmodelosexperimentales(57-60)y sobre

todo, su ratificación como factor a consideraren los regímenesde dosificación(13,61),han

dadoa esteefectouna importanciaclara, que se transmiteen una gran cantidadde estudios

(62-70).

3.1.-Determinacióndel PAE in viti-o

.

La determinacióny cuantificacióndel PAEhansido realizadasporunaampliavariedad

de métodos (10). En general, estastécnicasconllevan a la medición de la cinética de

crecimientode los microorganismostras la eliminacióncomplexade del fármacoexistenteen el

medio. Paramedir el crecimientomicrobiano,la técnicamásempleadapor los investigadores

esla de recuentode viablesen placa(71).

1
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El métodoestándarparacalcularel PAE estáfundadoen la diferenciaentreel tiempo

requeridoparalos cultivos controly el tiempo requeridopor los cultivos tratadosen aumentar

un logaritmodecimalporencimadel númerodemicroorganismospresentestrasla eliminación

del quimioterápico(11). Su expresiónmatemáticaesla siguiente:

PAE=T-C;

dondeT es el tiemporequeridoparaque el cultivo tratadocon antimicrobianoincrementesu

poblaciónbacterianaen 1 logaritmo decimaldespuésde haberretirado el fármaco,y C es el

tiempo requeridopara que la población bacterianadel cultivo control se incrementeen 1

logaritmo decimalporencimade suvalor despuésde la eliminacióndel agenteantimicrobiano

delos cultivos tratados.

Existen otras técnicas apanedel recuento de viables, que cuantifican el efecto

postantibiótico.Así por ejemploexistenmétodosmorfológicos(72), de densidadóptica(73),

recuentode partículaselectrónicas(63,74), generaciónde CO2 (75), tasade incorporaciónde

timidina tritiada(76),y medidadelATP intracelular(77,78),entreotros. Aunqueen generalel

PAE observadoparaellosesel mismo o muy similar al queseobtienepor recuentode viables,

en el caso de la medición por densidadóptica y de presenciade ATP intracelular, se ha

demostradola generaciónde tiemposde PAR mayores(75,79).

3.2.-Factoresqueinfluyen en el PAR

Hay unaseriedefactoresque puedenalterarla presenciay/o duracióndel PAR. Estos

estánrelacionadoscon el fármaco,el microorganismoy/o con las condicionesexperimentales

(80).

3.2.1.- Tipo de microor2anismo.No todos los microorganismospresentanel mismo PAR,

incluso estevalor esdiferentedentro de la misma especiey distinta cepa.Normalmentelos

Gram-positivos y las levaduras son los que muestran tiempos de PAR más largos

(64,81,82,83).En cambio, los Gram-negativossuelenno tener PAR o éste es más cono

(84,85). También es importanteconsideraralgunos factoresintrínsecosal núcroorgamsmo

comola fasedecrecimiento,capacidadde crearresistencia,tiempo degeneración,etc(14).
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3.2.2.-Clasede antimicrobiano.Los fármacosinfluyen principalmenteen la determinacióndel

PAR por dos motivos, según sea su mecanismo de acción o según la relación

concentración/tiempode exposición.En los Omm-positivos,los antimicrobianosen general

producenPASE largo, siendolos inhibidoresde proteínasy de ácidosnucleicoslos queinducen

mayorestiempos (62,86,87),mientrasque los inhibidores de la pared celular son los que

generanlos tiemposde PAR más cortos, En los Gram-negativosseha encontradoque los

inhibidoresde síntesisproteicay de ácidosnucleicosproducenPAE de varias horas(70,88),

mientrasque los 13-lactámicosproducenPAR nulo o no significativo (exceptoel grupo de

carbapenemes)(89,90).

3.2.3.- Condiciones experimentales. Son varios los factores que pueden influir en la

cuantificacióndel PAR (pH, medio, temperatura),pero sin duda uno de los pasos que

claramentees determinanteen el desarrollo del experimentoy cualquier variación en su

ejecuciónmodificará los resultados,es el lavado o eliminación del fármaco (10). Estudios

sobrela eliminacióndel antimicrobianodel medio de cultivo han puestode manifiesto que

existenvariacionesen la duracióndel PAR, dependiendodel método empleado.Las formas

más comunesde eliminación del fármaco son la centrifugación, filtración, dilución y la

mactivación(14). La centrifugaciónes el métodoestandarizadoy másfiable, aunquepresente

el inconvenientede produciruna elevadaletalidad(especialmenteen Gram-negativos),debido

aefectosmecánicosy osmóticos(91).

4.- Efectodeconcentracionessubinhibitorias

En el tratamiento de infecciones bacterianascon dosificación intermitente, las

concentracionesdel fármaco en tejido y suero decrecenpaulatinamentehastaque alcanzan

mvelesque se encuentranpor debajodel umbralde actividad inhibitoria. Existenunaseriede

estudiosquedemuestranquela acciónde unadosisendichafaseesmásactiva que cuandono

hay pretratamiento,y que incluso con concentracionessubinhibitorias se puede llegar a

conseguirun efectomicrobicida(65,92,93).

El efectofarmacodinániicode las concentracionessubinhibitoriasde antibióticos(Sub-

CMI) puedeser evaluadode múltiplesformas. El término CMA, referidoa la concentración

minima de antibiótico, fue descrito por Lorian (96) paraexplicarel fenómenorelativo a la

variación en la estructuracelular bacterianaobservadapor microscopiaelectrónicao por

descensoen 1 logaritmodecimalde célulasviablesal emplearconcentracionespordebajode la
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CMI. Se producenen los microorganismoscambioscomo elongación,engrosamientode la

paredcelular o formación de largos filamentos(94,96). La CMA, cuandose define como

producciónde un descensoen la viabilidad de los microorganismosen 1 logaritmodecimal,

variasegúnel antibióticoy entoncesseempleala relaciónCMI/CMA paraindicar la magnitud

delefectodeconcentracionesSub-CMI (94),

Otro efectode las concentracionesSub-CMiI sepuedever cuandoel microorganismo

ha sido pretratadocon concentracionessupra-CMIduranteun tiempo, esdecir, la aplicación

de bajasconcentracionessobremicroorganismosen fasepostantibiótica(77,93,97,98).En este

caso las concentracionessubinhibitorias pueden producir un letargo prolongado en la

replicaciónmicrobiana,o inclusoun efectomicrobicidaantesdel recrecimiento,sobretodo en

el casode las combinacionesantibiótico/bacteriaconpresenciade PASE (94). Sehadescritoun

métododecuantificaciónde dichoefectoapartir dedosparámetros(99):

1) El efectode concentracionesSub-CMI representadoen la figura 3, sedefinesegún

la fórmula:

PASE=S’-S;

• donde 5 representala diferenciaentreel tiempo de crecimiento (requeridopara

incrementarla población de células viables en 1 logaritmo) a cada Sub-CMII de

antibióticosin pretrataniiento(sin inducciónde PASE), y el tiempode crecimientode

los cultivos control no tratadosy 5’ es la diferenciaentreel tiempode crecimiento

de los microorganismosexpuestosa cadasub-MiIC de antibiótico con tratamiento

• (previa inducción de PAR)y el tiempo de crecimientode los controlespretratados

únicamente(inducciónde PAR).

2) Sedefinecomocambio en el recuentode viables a las 4 horasla diferenciaentreel

recuentode viablesenla hora4 respectoa la 0.
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Figura 3
Representación esquemática de las
concentraciones subinhibitorias en fase
postantibióticadefinido por Kikuchi et al
(99). Tratamiento previo con
antibiótico; x línea gruesa, control sin
tratamientoprevio; ,< líneafina, antibiótico
Sub-CMI sin pretratamiento; • línea
gruesa, control con tratamiento previo;

línea fina, antibiótico Sub-CMI con
pretratamiento.

Todosestosresultadospresentanuna relación directacon los estudiosrealizadosin

vivo al respecto.Así, existenvarios modelosexperimentalesen animalesen los cualeslas

concentracionessubinhibitoriassoncapacesdeerradicarporsí mismasla infección (100,101).

Es, portanto, devital importanciaconsiderarel efectodeconcentracionesSub-CMI,ya

seaen fasepostantibióticao no, puestoque va a soportarun papel decisivoen el recrecimiento

bacterianoentredosis(94).

5.- Tiemyo de recrecimiento<ERT

)

Este parámetrofarmacodinámicosirve para medir de forma aproximadael tiempo

esperadoen el que un cultivo bacterianose recupera en su crecimiento normal tras la

exposicióna unadosisdeterminadade fármacosiendo,por tanto, la sumadel descensoinicial

en la viabilidad celular causadapor el poder bactericidadel antimicrobiano,más el PAE

(77,90,102).

• • •

-4 -2 0 1 2 3 4 5 6 8 10 12

Tiempo
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FACTORES PROPIOS DEL HUÉSPED.

Al igual quea lasbacteriasno las conocemosen su estadonatural sino comose nos

presentanen los cultivos artificialmente, la actividad iii vitro de un antimicrobiano la

extrapolamosal organismovivo, y deducimosqueactuaráigual, lo que en muchoscasosse

confirma por la eficacia terapéuticademostradaen los ensayosclínicos. Al binomio antes

citado (germen-fármaco),en el que el ambiente(mediode cultivo) es siempreel mismo,al

hacerla extrapolación,hay que añadirun tercerfactor: el huéspedparasitado,ya queel medio

ambienteno esel mismo.El microorganismoinfectantepuedeestarlocalizadoenvariaspanes

o diferentestejidos, en los que el antimicrobianono puedealcanzaridéntica concentración.

Antesdellegara la zonainfectadapuedesufrir cambiosquímicosquereduzcansu actividad,la

bacteriaagresoraiii vivoestáexpuestaa unaconcentraciónmásvariable,ya queéstesediluye

enlos líquidosorgánicosde maneramenosuniformey constanteque it: viti-o (9). Además,hay

que considerarla capacidadde resistenciadel huéspedfrente al microorganismopatógeno

mediantelos mecanismosde inmunidad.En muchasocasionesseha simuladoin viti-o partede

la actuaciónde los sistemasinmunológicosde defensafrente a una invasiónbacteriana,la

forma más común de estudiarel fenómenoes la utilización de célulasfagociticasen cultivo

junto a bacteriasy antimicrobianos(103-106).Muchosparámetrosfarmacodinániicospueden

así ser estudiadosincluyendo un factor más: la actividad fagocíticadel huésped.Tambiénes

importante considerarla existencia de proteínasséricascon capacidadantimicrobiana.El

sistemadel complemento,queconstade al menos25 proteínasplasmáticasy de membrana,

actúa siguiendo una secuenciaordenada; una proteína divide a la siguiente en varios

fragmentosde los cualesel mayoractúacomounaenzimaproteoliticaactivada,dividiendoy

con ello activandoa la proteínasiguiente hastaque alcanzael complejoMAC (Membrane

Attack Complex),capazde lisarlas bacteriaspor interacciónconsusmembranas(107)

Se ha visto que tanto la actividad microbicida como el efecto PASE pueden ser

prolongados con la presenciade suero con algunos antimicrobianos (fluorquinolonasy

fluconazolentreotros)(108,109).

La presenciade proteínasensuerono esexclusivamentepotenciadoradel efectode los

fármacos;al contrario,puedeinhibir su actividad.Estoesdebidoal fenómenoconocidocomo

adherenciaa proteínasséricas,que se empleacomo parámetrofarmacocinético,y mide la

asociaciónirreversiblede un fármacoconproteínaspor mediode enlacesiónicos,pudiendoser
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afectadapor la naturalezadela proteína,por la concentraciónde la mismay por la delfármaco

(1 10,111).

La proteínaque se asocia más a menudoen la interaccióncon el fármaco es la

albúmina La reaccióncon albúminaes rápidamentereversible,y las partículasdel fármaco

estánuniéndosey separándosecontinuamente,manteniendoun equilibrio entre el lugar de

unión y la fracciónlibre (110). En un momentodeterminado,únicamentelas partículaslibres

soncapacesde interaccionarconlos lugaresdiana del microorganismo.Muchosestudioshan

demostradoquela reducciónde la actividadde antibióticos¡ti viti-o cuandoexistesueroen el

medio, sepuedepredecira partir de la unión a proteínasque presentan(7). En un estudio

sobrela influencia de la unión a proteínasde los antibióticos en la cinética de muerte de

Staphylococcusaureus,seha demostradoqueesla porciónlibre de antibióticola queesactiva

biológicamente,y que la unión a proteínaspor si misma no tiene ningún efecto inhibitorio

sobre la actividadmicrobicida (112). Sin embargo,uno de los factoresmásimportantesque

contribuyena la confusiónacercade launióna proteínasesqueno siempresereconocequela

fracciónligadaa proteinasdisminuyela actividadantimicrobiana.Por tanto, los nivelestotales

en vez de los libres, se empleana menudopararelacionarconcentracionesde antibiótico en

suero o tejido con la CMI (medida en medio carentede proteínas),o para compararel

potencial terapéutico de diferentes fármacos (113,114). Es obvio que las conclusiones

obtenidasdeestaspruebassonerróneas(7).

AGENTES ANTIFUNGICOS

1.-Pruebasdesensibilidad.Situaciónactual

.

Al igual que para las bacterias,la NCCLS ha formado un subcomitéque pretende

estandarizarlas pruebasde sensibilidada antifungicos(24,25). Comoresultadodeunaseriede

estudiosrealizadospor estesubcomité,sepropusoel método de referenciade macrodilución

en caldoparalas pruebasde sensibilidada los antifúngicoscon levaduras(115). Esto fue

debido en partea que las pruebasde sensibilidadfrente a hongosestabantradicionalmente

valoradasdesdeuna perspectivaclaramentebacteriológica,pero la adaptaciónde técnicas

empleadasparabacteriasha sido útil sóloen un númeroreducidode antifúngicosy de forma

cuestionable(23,116). El estudiode organismoseucariotascon estructurasy requerimientos

nutricionalesdiferentesalas bacteriasimplica unaseriede factores,que raramentesontenidos
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en cuentaa la hora de trasladarlos fbndamentosdelas técnicasbacteriológicasala ¡nicologia,

paraelaborarmétodosmuy sensiblesavariablesexperimentales(117).

Sin embargo,a pesarde los esfúerzosrealizados,las pruebasexistentesin vitro para

evaluar la sensibilidad de los hongos a los antifúngicos o la monitorización de las

concentracionesde éstasin vivo dista mucho de alcanzarlos mínimos necesariospara su

utilización satisfactoria(118). Es importanteconseguiruna valoracióncualitativa adecuada

como la CMI que permitapredecirsi un aislamientoclínico es o no resistenteiii viti-o a un

antifúngico, así como una certeravaloracióncualitativa (utilidad pronóstica)que sirva de

predicciónde la respuestaclínica.

En la lucha por la búsquedade un método generalizadoen estaspruebas,se han

encontradouna serie de obstáculoso factoresque puedeninfluir en la determinaciónde la

CMI. Estosfactoresson aplicablestanto paralas pruebasde laboratorio clínico comopara

aquellasdeterminacionesempíricasenfocadasa estudiarcientíficamentela sensibilidadde los

microorganismosalos antifúngicos(119-121).

Definición del puntodecorte(“BreakFoint”).Esteesquizá el aspectoqueintroducemayor

variabilidad en las pruebasinterlaboratorio,especialmenteen el caso de los azolesy la 5-

fluorocitosina(estaúltima bajo determinadascondiciones)(122). Esto sedebea que, tras un

notableefectodel fármacoen un principio, puedepersistirunapequeñaturbidezparatodaso

casi todaslas concentracionesensayadas.Por tanto, aquellosinvestigadoresque consideren

estrictamenteel punto de cortedondese localiza la transparenciadel cultivo, generaránCMI

superioresa aquellos que considerenque la aparición de una leve turbidez, que indica

crecimientomicrobiano,esel punto de inhibición (25,123).

Sehandesarrolladométodosalternativosparapoderevitar estosproblemasy definir lo

másprecisamenteposibleel valor de inhibición. Unade las víasparaello ha sido la descripción

meticulosa del punto de corte, ayudándosepara ello de términos concretos. Podemos

determinarun puntode cortecomo:

- (O) Ópticamenteclaro

- (1+) Ligeramenteturbio

- (2+) Descensoconsiderableen la turbidezen comparaciónconel control.
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El problema que presenta este procedimiento estriba en la imprecisión del

establecimientode un cultivo como(2+), puestoquepersisteel criterio subjetivodel evaluador

(124,125).

Otraposibilidadparasalvar el problemaconsisteen la obtencióndel puntodecortepor

mediode monitorizaciónespectrofotométricade los cultivos. Conestatécnicaseconsigueuna

manipulaciónnumérica,quepermite unaobjetivizaciónmayor de los resultados.En estecaso

sedefinela turbidezdel controllibre de quimioterápicocomo 100%,y los demáscultivos con

las diferentesconcentracionesde fármacosson referidos a éste según el porcentaje de

inhibición (126). Con este método, además,es posible definir un concepto nuevo, la

concentraciónala cual la turbidezsereduceaun porcentajeespecífico,generalmenteel 50%o

el 25%deI control, el cualsetomacomo“breakpoint” y sedenominaconcentracióninhibitoria

del 50%o del 25%(1C50y 1C25 respectivamente)(123,127-129).

Tantaliode mácula.Han sido ya ensayadosvarios tamañosde inóculo paralas pruebasde

laboratorio,en las quese encuentraninvolucradaslas levaduraspatógenasmáscomunes(130-

132). Extrapolandoresultadosde varios estudiosy moviéndoseen un rango de población

celular desde102 UFC/ml hasta106 IJFC/ml,se ha comprobadoquela CMI de la mayoríade

los antifúngicos incrementasignificativamenteal aumentar la carga celular del inóculo

experimental (133). La mayoría de las pruebasson realizadascon poblacionescelulares

iniciales bajas,encontrándoselos valoresentre 0,5x10
3y 2,5,1o~LJFC/ml (25). Sin embargo,

no está del todo claro que un inóculo bajo seael apropiadopara la interpretaciónde los

resultadosentodoslos microorganismos(118).

Tiempoy condicionesde incubación.Aunque comonormasiemprese ha seguidoel criterio

de la utilizaciónde ámbitoslo másparecidosa los encontradosen un organismo,la necesidad

de obtenerlos valoresde inhibición lo másrápido posible,ha conducidoaunavariaciónen las

condicionesgeneralesde incubación. Así, como las levadurascrecenmás rápidamenteen

temperaturaspor debajode los 370C, se0ptaporemplearlos 350C como temperaturaidónea

de cultivo (121-134). Igualmente,la duración de la incubacióndependemucho de los

microorganismosy puedevariar unalecturaalas 24 horashastaunalecturaa las 72 horas,o

inclusomástarde(135).
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Medio de cultivo. Este es un punto muy importanteen la realización de las pruebasde

sensibilidady, por tanto, en la interpretaciónde los valoresde inhibición del crecimiento.

Existenunaseriede mediosde cultivo queson frecuentementeempleadosen las pruebasde

sensibilidada antifúngicos,pero que producenvariación en los resultadosdependiendodel

microorganismoo fármacoutilizado. Hoy en día, los dos mediosde cultivo más empleados

paraestaspruebassonel RPMII 1640 y el b-YNBG (25). Es importantea la horade emplear

cualquierade estosmediosel considerarlas condicionesdetamponado(136). Estádemostrado

que las condicionesde acidez en un medio tienden a aumentarlos valores de CMI de los

antifúngicosanfotericinaB, fluconazol,ketoconazol,miconazoly cilofiungina, mientrasque5-

fluorocitosinatiendea presentarvaloresinhibitoriosmenores(123,137,138).

2-. Estudiosfarmacodinámicos

.

En micologíaa, diferenciade lo que sucedeen bacteriología,los estudiosrelativosa la

farmacodinamiadeantifúngicossonmuy escasos.Sonmúltipleslas causasquehacenqueestos

estudiosserealicentanesporádicamente.Así, por ejemplo,un hongopresentaun ciclo de vida

diferenteal deunabacteria(eucariotafrenteaprocariotarespectivamente),lo quehacequesus

condiciones sean distintas y particularmentemás complicadas, ya que son organismos

filogenéticamentemáscomplejos(139,140).Tambiéninfluye indirectamenteel haberenfocado

la mayorpartede los estudiosa la obtenciónde un métodoestándarde sensibilidad,dejando

un pocode ladolos subsiguientesestudiosfarmacodinámicos.

El seguimientodel efectode los antifúngicossobreestosmicroorganismosa lo largo

del tiempo ha sido estudiadode forma intensiva, si bien el hecho de presentaruno ciclos

reproductivoslargos(con tiemposde generaciónde más de 2 horas)ha conducidoa que el

esfuerzoen cadaexperimentoseamayor. Existenpor tanto múltiples estudiosen los que se

ponede manifiestola actividadf’ungistáticao fungicida de los agentesantiflingicos sobrelas

diferentesclasesde hongospatógenos,y quedemuestranquela tasade muerteo de inhibición

del crecimiento se producede maneramuy diferente según la especie,y dependientedel

antimicrobianoempleado(141,142).

El efectopostantifúngicotambiénseha estudiadoen el campode la micologíaaunque

de forma ocasional y siempre con los mismos microorganismosy agentesantifúngicos

(10,64,83,109).Este parámetrofarmacodinámicoha sido ensayadocon metodologíamuy

similar a la definida con bacterias,y sin considerarlos aspectosfisio-morfológicos de los

microorganismos,que pueden afectar a los resultadossi no se emplean modificaciones
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metodológicas. Concretamentese ha definido como efecto postantifúngicoo PAPE la

modificaciónen la cinéticade crecimientoencontradaenlas célulasfúngicastrasla exposición

aconcentracionesde antifúngicoy posterioreliminaciónde éste(83,143).

Menosconsideradoaúnseencuentrael efectode las concentracionessubinhibitoriasen

el campo de la investigaciónmicológica. Sin embargo,pareceser que el empleo de bajas

concentracionesde tiuconazol frente a Candidaalbicansen fase postantifúngica,induce un

tiempo mayorde PAFE(109,143).

3.- Estudiosde interacciónconnrocesosinmunoló2icos

.

La aplicacióninmediatade la actuaciónde las célulasfagocíticasesel armaprincipal en

la defensadel hospedadorfrente a cualquierataquede un hongo patógeno(144,145,146).En

muchoscasosseha estudiadoel efectode la incorporaciónde los antifúngicosen las fi.inciones

leucocitarias(103,147).Tambiénla interacciónentrelos antifúngicosy otros elementosdel

sistemainmune puede conducir a resultadosdiferentesa los encontradosen la actividad

antimicrobianade cadauno de ellos medida por separado(148-151). Así por ejemplo, la

presenciade suero humano en cultivos de Candida albicans favorece la actividad de

anfotericinaB, ya quepareceser que dicha moléculatienemayor preferenciapor las formas

miceliaresdela levaduraquepor losblastoconidios(152).

4.- AnfotericinaB

.

Desde su aprobación para el uso clínico (añosl9SS-1956),anfotericina B ha

permanecidocomo el agente• antifúngico de elecciónpara muchosde los tratamientosde

micosis invasivas (153), y aún habiendo desarrolladocompuestosde otras familias con

actividad antimicóticaimportante,siguesiendoprescritoen muchasenfermedadesinfecciosas

(154-157).

4.1.-Estructura.proniedadesquímicasy mecanismode acción

.

La estructuraquímicay propiedadesde anfotericinaB sepuedenver enel anexo1.

Suactividadantifúngicasebasaprincipalmenteen la capacidadde unióna esterolesde

membranadelas célulaseucarióticas.Unamayorespecificidadpor el ergosterol,esteroltípico

de la membranafúngica, es la causade su mayor actividadfrentea los hongos(158). Peroa

partir de determinadasconcentracionesanfotericinaB puedeunirsetambiéna esterolesde las
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célulaseucarioticasde animalessuperiores(el colesterolprincipalmente)(159,160),siendoésta

la causaprincipal de sutoxicidad.

Ladesestabilizaciónde la fúnciónde membranasemanifiestapor la pérdidadecationes

si el daño infligido por anfotericina B es pequeño y reversible, pero la pérdida de

macromoléculascomo nucleoproteinasconducea una lesión letal e irreversible (154). La

desorganizaciónde la membranaseproduceprobablementepor la formaciónde determinados

poroscompuestospor agregadosde anfotericinaB y moléculasde esterol, lo quedespolariza

la membranay produceun incrementoenla permeabilidadaprotonesy cationesmonovalentes

(160).

4.2.-Actividad microbiológica

AnfotericinaB ha mostradounaamplia actividad antifúngica(161). Variasclasesde

hongos como Toru¡opsis glabrata, Blastomycesdennatitidis, Coccidioldes immitis,

Cryptococcus neoformans, Paracoccidioldes brasiliensis, Histoplasma capsulatum, y

Sporotrix spp, son sensiblesa anfotericinaB (162,163). Mientrasque Candidaalbicanses

altamentesensibleala acciónde estepolieno,las demásespeciesdel géneroCandidalo sonen

menor grado(164,165).En los hongosfilamentososla eficaciade anfotericinaB esvariable,

aunqueen generalpresentauna actividadbajafrente a casitodosellos (153).

4.3.-Farmacocinética

Anfotericina B es escasamenteabsorbidatras la administraciónoral (118). Los niveles

recogidosen suerotrasla exposicióna la molécula,endosisdiariasrecomendadas(1,5 a 5 g día),

oscilanentre0,04y 0,5 mg/ml (166,167),aunqueen determinadoscasoscon dosis superioresse

hayalogradounaconcentraciónséricano tóxicade 4 mg/l (149), La administraciónde anfotericina

B víaintramuscularespocoeficiente,yaquesuabsorciónespobrey su efectobastanteirritante. Es

por estopor lo quela víamásutilizadaparala administracióndela anfotericinaB esla intravenosa.

Trassu infusiónintravenosa(168), sepuedeencontraren el sueroo en los líquidosintracelulares,

un 40%o menosdeladosisadministrada(169).

Quizá la lenta difUsión sea debidaa la alta unión a proteínas(90%, especialmentea

lipoproteinas,eritrocitosy colesterol).Estasconcentracionesséricas,normalmenteno exceden2

gg/mlaúncondosissuperioresaSOmg (170).

-21 -



Introducción

La vía excretora principal del metabolismo de anfotericina 8 esdesconocida,ya que no se

han detectado metaboitos.Sólouna pequeñacantidad (aproximadamente un 3%), seencuentra en

orina a las 24 horas,y otra cantidad variable (0,8a 14%) en la bilis (171).

4,4.-Dosificación

En generaltodaslas infeccionesthngicassistémicasson tratadascon anfotericina8

como primeraopción (162). La dosisdiaria definidaparaanfotericina8 oscilaentre0,5 y 1,5

mg/kg dependiendode la severidadde la infección, naturalezadel patógeno,función renaly

tolerancia del fármaco. Las dosis empleadaspara hongos filamentosos (particularmente

Aspergilosisy Zigomicosis)y en pacientesneutropénicoshan de ser mayores(170). Lo más

común es empleardosis de iniciación para tantearla toleranciaal fármaco. Se recomienda

utilizar antipiréticos,antihistamínicose inclusohidrocortisonasconcomutantemente,paraevitar

reaccionesadversas(172,173).

5.- 5 Fluorocitosina

5-fluorocitosinaesun compuestoanálogopirimidímco fluorado, solubleen aguay que

sedescubrióen la investigaciónde agentesantineoplásicos.Suestructuraquímicaserelaciona

conel 5-fluorouraciloy floxuridina (174).

5.1.-Estructuray Dropiedadescuimicas.Mecanismode acción

Tantola estructurade la 5-fluorocitosinacomoalgunasde suspropiedadesquímicasse

encuentranen el anexo1. Unavez quela 5-fluorocitosinapenetraen la célulapor medio de la

enzimafúngicaespecíficacitosín-permeasa,sepuedendardosmecanismosde acción:

a) conversióna 5 fluorouracilo medianteunacitosin deaminasay posterior conversióna 5-

fluorouridina trifosfato tras actuaciónde varios intermediariosque se incorpora al RNA

consiguiendoasí la inhibición dela síntesisde proteínas(175,176).

b) conversióna 5-fluorodeoxiuridinamonofosfato,queesun potenteinhibidor de la timidilato

sintetasacausandoun desajusteen la síntesisdel DNA (177,176).

No sesabetodavíasi estosdosmecanismosse encuentranligadoso actúande manera

independiente.La formaciónde 5-fluorodeoxiuridinamonofosfatoy descensoen la actividad

del timidilato puedenexplicar la actividad de 5-fluorocitosinasiendola incorporaciónde 5-

fluorouridinatrifosfatocasualo bienal contrario(178,179).
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5.2.-Actividad microbioló2ica

5-fluorocitosinaesclíicamenteútil frentealas diferentesde Candida, Ci-. neoformans,

T glabrata, los agentesetiológicosde las cromomicosis,y algunasespeciesde Aspergilius

(162,180381).No se ha encontradoactividad frente a otros hongos como Histoplasma

capsulatum o Blastomycesderinatitidis (161,163).La determinaciónde la sensibilidadiii viti-o

de todasestasespeciesestá completamentesupeditadaal método empleado,la pruebade

sensibilidadrealizadasobrelos aisladosconanterioridadal tratamientono seha correlacionado

siempreconlas consecuenciasclínicas(162).

La pérdidade la actividadmicrobiológicade 5-fluorocitosinain viti-o es debido a que

los medios que contienenmaterialesbiológicos parcialmentedegradadoscomo peptonas,

extractos de levadurao proteínasdigeridas (122,182). La resistenciaal fármaco que se

incrementadurantela terapia(resistenciasecundaria)es unacausaimportanteen el fracaso

terapéuticocon5-fluorocitosinacuandoseempleasola (183). Enaisladosde C. albicansy Cr

neoformans, la resistenciaal fármacoha venido acompañadade un cambio en la CMI desde

25~ig/ml hasta360~tg/ml. El mecanismode estaresistenciapuededebersea la pérdidade la

cítosinao el descensoen la actividaddela UlvIP pirofosforilasao la citosíndeaminasa(162).

5,3.-Farmacocinética

5-fluorocitosina se absorbeen más de un 90% tras la dosis oral (184). Los niveles

séricospico (entonoa los 100 mg/l), enpacientesconfuncionamientorenalnormal,y de otros

fluidos (comoLCR), seobtienenen un periodo de 1 a 2 horas(185). Su unión a proteínases

escasaobteniéndoseniveles de fármaco en suero claramentedependientesde la dosis. La

eliminaciónseproduceanivel glomerularprincipalmente(80-91%)y suvida mediapuedeser

de 3-4 horasen pacientescon función renal normal, o de variosdíassi hay presentealguna

insuficienciarenal(186).

6.- Ketoconazol

Ketoconazol es un imidazol sintético de amplio espectro antifungico. Su

descubrimientosupusoun gran avance,puestoque la posologiaoral le dabaventajasobre

otrosmiembrosde la mismafamilia de antifúngicos(miconazol,clotrimazol) (187). Lamejora

de los compuestosazólicosha marginado ligeramenteal ketoconazol,aunque permanececomo

fármacoantimicóticodeindicaciónparaalgunasinfeccionesfúngicassuperficialesy además,se

estudiacomoposibleagentesinérgicoen combinaciónconotroscompuestos(188,189).

- 23 -



u Introducción

6.1.-Estructuray propiedadesquímicas.Mecanismode acción

La estructuraquímicay algunade las propiédadesde ketoconazolsepuedenobservar

en el anexo 1. Los imidazoles muestransu actividad antifúngicamediantemecanismosque

causanun aumentoen la permeabilidadde membrana,una inhibición de la penetraciónde

moléculasprecursorasdel RNA-DNA y síntesisde enzimasoxidativasy peroxidativas(188).

Los derivadosimidazólicosinhiben la biosíntesisde ergosterol.Unarazónparala selectividad

de ketoconazolpuedeser la dependenciade levadurasy hongosen la biosíntesisde su propio

ergosterol,mientras que las células de mamíferopuedencapturar el colesterol de forma

exógenay compensarasíel posibleefectotemporaldeketoconazol(190,191). Los cambiosen

las actividadesde las enzimasoxidativasy peroxidativasconducenaun crecimientointracelular

de las concentracionesde peróxido de hidrógeno,contribuyendoa la degradaciónde los

orgánuloscelulares,lo queconduceaunanecrosiscelular.

6.2.-Espectrodeaccióny actividadantitUnaica

.

Tiene un amplio espectrode actividad inhibitoria ir: viti-o, exceptuandoa Aspei-gillus

spp. y Zigomicetes(161,162).In vivo se ha demostradosu eficacia en micosis profundas

(principalmenteen paracoccidiodounicosis,coccidioidornicosis,blastomicosise histoplasmosis),

dermatofitosisptiriasis versicolor, onicomicosisy la mayoría de las formas de candidiasis

(particularmentecandidiasis mucocutánea,crónica, aftas bucales y vaginitis) (192). Las

recidivas tras la terapia, aparentementeeficaz, son frecuentesen las micosis profundas

(89,193).

6.3 - Farmacocinética

Tras la ingestade 200 mg de ketoconazolsealcanzaunaconcentraciónmáximamedia

de2 ~.ig/mlen las 2-4primerashoras(194). Existe evidenciadeunadependenciade dosiscon

respectoala eficacia(187).

La absorciónde ketoconazoldebe estarmediadapor la acidez gástrica (195). El

fármaco, que es una base libre, se transforma en el estómagoen sal clohidratada.El

tratamientocon otros fármacosque reducenla secrecióngástrica(como los anticolinérgicos,

antiparkinsonianos,antiácidos,cimetidina,o ranitidina), o la ingestade comida previosa la

dosis, disminuyen la biodisponibilidad de ketoconazol (196,197). La mayor parte del

ketoconazolsemetaboliza,y es muy pocala cantidadde fármacoque seexcretapor cualquier
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ruta. La vía másimportantedeexcreciónpareceserla biliar, vertiendometabolitosinactivosal

tractointestinal(198,199).

7.- Fluconazol

Se trata tambiénde un agenteantifungico de la familia de los azóles, aunquecon

modificacionesen su estructurade anillos (triazólico). Gracias a su amplio espectrode

actividad, a sus escasosefectossecundariosy su buenatolerancia,se ha establecidocomo

parte de la terapia de pacientesinmunocomprometidos(200,201).

7.1.-Estructuray oropiedadesquímicas.Mecanismode acción

.

En el anexo 1 se pueden ver algunas de las características más importantes de

fluconazol,asícomosu estructuraquímica.

El mecanismode acciónbásicode la flingistásis de fluconazoles el mismo que en los

demásagentesazólicos (89,202). Esta moléculase une e inhibe perfectamentela enzima

fungica ligadaal citocromoP430, lanosterol14 a dimetilasa.Mediantela interrupcióndel paso

de lanosterola ergosterol(un componenteesencialde la membranafungica),fluconazolaltera

la fluidez y permeabilidad,interrumpela actividadde las enzimasligadasa las membranase

impide la replicación celular (188,203).A diferencia de ketoconazol,fluconazol no parece

inhibir la biosíntesisde esterolesyno muestraun efectoclaro en el metabolismodel cortisol

(201).

7.2.- Espectrode accióny actividadantiffin2ica

Como se ha mencionado ya, fluconazol presenta actividad sobre un número

considerablede especiesfungicas, aunque es flingistático frente a la mayoría de ellas

(162,163).Uno de los motivosde estefenómenoessu extremadadependenciade los factores

experimentalesin viti-o, talescomo el medio de cultivo, pH, tamañode inóculo, o tiempo de

incubación,lo quehaceque los resultadosobtenidos¡ti vivo difieran enormementede los

realizadosen el laboratorio (204,205). Hastahace relativamentepoco tiempo no existían

métodosestandarizadospara las pruebasde sensibilidadde los hongosfrentea fluconazol,y

aúnhoy en díaexistediscrepanciaen la determinacióndela CMI ¡ti viti-o y su actividad¡ti vivo.

Los hongosque han demostradoser sensiblesfrente a fluconazol incluyen a las

diferentes especiesde Candida (excepto C. krusei y algunas cepas de C. glabi-ata),
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Ci-yptococcusneofoi-mans,Coccidio/desimmitis, Pai-acoccidioidesbrasihensis,Aspei-giIIus

spp.y algunosdermatofitos(203).

7.3.-Farmacocinética

Desdelos primerosensayoschicosconfluconazolsehanestudiadoformas diversasde

rutasde administración,comolas solucionesintravenosas(por infusión o bolus rápido),y la

administraciónoral (por mediode cápsulas,pastillaso solución/suspensión)(206).

Como resultadode su baja lipofilia, y de su escasaafinidad a proteínasdel suero,

fluconazolpresentaunapenetraciónatejidos/fluidosmuy buena.Estapenetraciónseguramente

espor difusión pasiva.La prolongadavida mediadeeliminaciónplasmáticay su rápidafasede

distribuciónindicanquelas proporcionesde penetraciónpodríanserunaguíarazonableparala

disponibilidadde fluconazolen lugaresespecíficosde la infecciónduranteel curso terapéutico

(203).

Unade las característicasmásnotablesde fluconazol es su extensapenetraciónen el

LCR, pudiendoalcanzarconcentracionesa vecesmuy próximasa las encontradasen suero

(202,207-209).Algo similar ocurre con las concentracionesde éste fármaco en otros

fluidos/tejidoscomo la saliva, esputo,tejido vaginal o piel, dondelos nivelesde fluconazol

encontradospuedenser igualeso incluso superioresa los séricos (201). La eliminacióndel

fármacosin transformaresporvía renalprincipalmente(90%) (206).

7.4.-Aplicaciónterapéutica

Se ha demostradoque fluconazol es eficaz para el tratamiento de meningitis

criptococócica,candidiasisorofaringea-esofágicae infección del tracto urinario, peritonitis y

neumoníapor Candida(162).

En la candidiasisoral senecesitaunadosisde 50 a 100 mg diariosconrespuestaeficaz

a corto plazo. Si el paciente es inmunocomprometido, el periodo de tratamiento ha de

prolongarsealgo más(2-3 semanas).En esofagitisla dosisesalgo mayor (100-200mg / día)

para el tratamientoagudo, y siempreseguidode terapia de mantenimientoen pacientescon

SIDA (162). La meningitis criptococócicaes tratada en la mayoría de los casos con

anfotericinaB (solao asociadaa 5-fluorocitosina),pero en algunoscaso se ha tratado con

fluconazol a dosis elevadas como terapia de choque, aunque los resultados no son

concluyentes(210,211). La terapia de mantenimientode fluconazol en meningitis por Cr.
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neoformansseha establecidoya frentea la anfotericinaB semanalprevia(211). Tambiénse

administraenla criptococosisno meningitica(212).

Otrosusosde fluconazolson los tratamientosde la candidiadisdiseminada,profilaxis

de pacientesneutropénicospor cáncery otros tipos de micosissistémicas(coccidiomicosis)

(213,214).

8.- 13K 109.496

Setratade un antifungicoazólico de amplio espectrodesarrolladopor los laboratorios

PFIZER Inc. y que presentaactividadfrente a los patógenoslevaduriformesmás comunesy

sobre algunoshongos filamentosos.Al tratarsede un compuestoen fase de investigación

clínica todavía no se encuentradisponible para su utilización en humanosfiera de ensayos

clínicoso del usocompasivo.

8.1.-Estructura propiedadesquímicasy mecanismode acción

.

Laestructuraquímicay algunade suspropiedadesseencuentranreflejadasen el anexo

II. Su estructurase obtienea partir de modificacionesa partir de fluconazol.La introducción

de un grupometilo adicionalen la estructurapropanólicade fluconazol,sustituyendoel anillo

triazólico adyacenteal punto debifurcaciónpor otro heterociclo comounapirimidina, mejora

tanto la actividadantifungicacomola potenciaenzimáticade esta sustancia.Si, además,seu introduceen la posición5 del anillo pirimidíico un grupo fluorado, la actividades mayoraún
(215).

El mecanismode acción de 13K 109,496 es el de un antifúngico azólico. Actúa

inhibiendo la enzima fungica 1 4a-esteroldimetilasacitocromoP450-dependiente(P45oDM),u esencialpara la biosíntesisdel ergosterol. Al igual que otros a.zoles (como ketoconazol,

fluconazol, itraconazol),esun potenteinhibidor de la biosíntesisde ergosterolen preparados

U de membranacelular de Candida albicans (1C5&0,03pM). Se ha comprobadoque 13K

109,496esmásselectivoqueotros agentesazólicos,peromenosquefluconazol(216).

8.2.-Espectrode accióny actividadantiffin2ica

En experimentaciónanimal seha demostradoque12K 109,496 es un antifingico con

una actividad fungicida frente a Aspei-gillus (217). También muestraactividad similar la de

fluconazol frente a Candida alb¡cans y Ci-yptococcusneofoi-mansen ratas y cobayas

respectivamente.Mediantetestsde sensibilidadajustadosa las normasde la NCCLS (218) se
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ha visto que 13K 109,496 es activo frente a C. albicans, C. ti-opicalis, C. ki-usei, C.

pai-apsilopsis, T. glabi-ata, Cr. neofortnans,Aspei-gullztsspp, Fnsai-iwn spp, Exophialaspp,

Bipokri-ia sppy Blastomycesdermatitides.

Es interesanteresaltarla alta actividadfrente a las cepasde C. Icrusei, y C. glabrata,

datadoscomoresistentesenmuchoscasosfrentea otrosazoles(fluconazol)(218,219).

8.3.-Farmacocinética

La farmacocinéticade 13K 109,496 se ha estudiadoen ratas,perrosy humanospor

métodosespecíficosde HPCL, determinandolos valoresde la sustanciaen fluidos corporales.

El metabolismoy la excreciónseha investigadoen ratasy perrosusandoel fármacomarcado

con ‘4C. Además,se ha definido la distribuciónde en tejidos y la unión a proteínas(60% en

humanos)(216,217).

En monodosis 12K 109,496 es dependientedel sexo en ratas y presenta una

farmacocinéticalineal en todos los individuos investigados.Tras la dosisoral (en rangode

0,06-0,125 mg/kg), 13K 109,496 es rápidamenteabsorbido (Tmás = 0,5-2 horas) y las

concentracionesse encuentrangeneralmentepor debajodel límite inferior de cuantificación.

Un incrementoen el nivel de dosisseasociaconun aumentoen la biodisponibilidadaparentey

un incrementono linearde~ y AUC~. Esano linealidadpareceser debidaala saturaciónde

uno de los componentesdel procesode eliminación,tanto sistémicamentecomo en el primer

paso. La medida de las concentracionesplasmáticasa bajasdosis(0,6 mg/kg - 0,9 mg/kg)

muestraun rápidodescensomonofásicoconunavida mediaaparentede aproximadamente1,7

horas.A altasdosis,estevalor es de 6,6 horas.Menosdel 1% de la dosisse excretacomo

fármaco.puro en orina(216).

Cuandola monodosisesintravenosa,los valoresen AUC~ aparecencomolineareshasta

dosisde 4 mg/kg,peroendosisde 6 y 8 mg/kg seasociaconun aumentodesproporcionadoen

el AUC~, indicativo de la farmacocinéticano linearcomoen monodosisoral.

Las dosis múltiples orales/intravenosasen humanos(1,5 mg/kg tid, .2 mg/kg bid, 2

mg/kg tid, 3 mg/kg bid, 4 mg/kg od durante10 días),condujerona unaacumulaciónde 13K

109,496.La faseestablesealcanzaen los 2 a 7 díasde dosificación,y la acumulaciónesmayor

quela esperadaa partir de datosobtenidosen monodosis.Esto probablementeserádebidoala

saturaciónde un componentede eliminación,comosucedíaenmonodosis.
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Extrapolandode los datosprocedentesde los modelosexperimentalesconanimalesse

consideraque concentracionesplasmáticasde 12 pg/ml son seguras,recomendándoseno

superarlos 6-S~ig/m1en humanos(220,221).

Cryptococcusneoformaus

Ci-yptococcusneofoi-mansesunalevaduraencapsuladacapazde causarenfermedades

en el hombre.La infecciónproducidapor Cr neofoi-mans(criptococosis),ha sidoconsiderada

comopeligrosaaunquepocofrecuente,debidoa que puedeser erradicadaen susinicios por el

sistemainmunesin problemas,siemprey cuandoel afectadoseainmunocompetente(222).

La criptococosisafecta principalmentea enfermoscon las defensasinmunológicas

disminuidas o que padecenenfermedadestales como hepatopatiasmalignas, linfoma de

Hodgkin, colagenosis, diabetes, o que han sido transplantados (transplantes renales

principalmente)(223).

Hoy en díala importanciadel tratamientode la enfermedadpor Cr neofoi-manssebasa

en la afeccióna pacientescon síndromede inmunodeficienciaadquirida(SIDA) (224). Dentro

de las infeccionescausadaspor hongosen estosenfermos,Ci-. neofoi-mansocupa el cuarto

lugaren frecuencia(el primeroentrelos hongos)(225). Por ello, seharetomadoel curso de la

investigación en busca de nuevos fármacos más eficientes en el tratamiento de esta

enfermedad,principalmenteen pacientesconalteracionesen el sistemainmune.

1.- Patouenicidad

.

Crneofonnanses único entrelos hongospatogenosen cuantoa la presenciade una

cápsulapolisacárida;lo quepor otro lado es el principal determinantede virulencia ir: vivo

(226). Por ello el enfoquedadopara los estudiosde Ci-. neofoi-manspor la mayoría de los

autoresvapreferentementedirigido haciala cápsula.

Estudiospionerosen la determinaciónde la composicióndela cápsulade Cryptococcus

neoformans,realizadoscontécnicasde cromatograflade papel,mostraronla existenciade un

complejo polisacarídicoen la estructuracapsular.Investigacionesposterioresaportaronlos

componentesprincipales del complejo, siendo estos manosa,xilosa, ácido glucurónico y

galactosa(227,228).
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• Hoy en día se sabe que el polisacárido capsular en mayor abundanciaes el

glucuronoxilomanano(GAXM). Estaestructurapolisacarídica,además,determinael serotipo

delhongo(A,B,C o D)(229-232).

El eje principal, constituidopor tres residuosde manosil a los quese incorporanun

númerode residuosde xilosil y de ácido glucurónico,está unido uniformementepor enlaces

a(1-3),y los restosde xilosa seunena la estructuraprincipal de manano:

• ¡3(1-2); si esun restode manosil sencillo

• ¡3(1-4); si esun restode manosildoble.

El ácidoglucurónicose unesiempre13(1-2) auna mitadde manosil(229).

A partir de estaestructurabasese dan variascombinacionesen las sustitucionesde las

cadenas,lo quepropiciala variedaden los serotiposde6½neofoi-mans:

Serotipo Estructura

-*3 )-a-DManp(1-*3)- ct-DManp<1-4
2 2

o t
1 1

8-O Xylp 8-O GIcpA

-*3)- a-DManp{1—*3)- ct-DManp(1-*3)-a-DManp(1-.*
2 2 2

A t t 1’
1 1 1

8-O Xylp fi-O XyIp fi-O ClcpA

fi-O XyIp
1
4,
4

B —*3)- a-OManp(1-43)-ct-DManp(1--*3)-ct-DManp(1-.*
2 2 2
t 1- t
1 1 1

13-O Xylp fi-O Xylp 13-1) GlcpA

13-O Xylp fi-O Xylp
1 1
4, 4,
4 4

C —*3)- a-DManp(1—*3)-a-OManp(1—*3)-a-DManp(1--*
2 2 2
1~ 1’ 1~
1 1 1

13-D XyIp 13-OXyIp 13-0 GIcpA
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Unido a estasestructuras,todos los polisacáridos(IAXM tienenpartede susgrupos

hidroxilo esterificadoscongrupos acetil. La localizaciónde los grupos0-acetilaúnno se ha

determinado.Es posible que el gradode 0-acetilaciónpuedacontribuir en la interaccióndel

anticuerpoy tambiénen lavirulencia. Enrelacióncon estaúltima, seha visto que dosespecies

no virulentasde CryptococcusllamadasCi-. albidus y Cr. laurentil no presentangruposacetil

(233).

Kozel y Hermeraz(234) han demostradola existenciade un receptorsaturablede

polisacárido de Ci-. neoformansen cepas acapsuladasque reversiblementeune dicho

polisacárido.El punto de saturaciónse sitúa en 82 ng de polisacáridopara un tamaño de

inóculo de 106célulasde levadura.En cepascapsuladassedemuestraunaescasaespecificidad

deunión, tal vez debidoaque el lugardeuniónde polisacáridoen estemicroorganismoya está

saturado.

La inhibición de fagocitosispor polisacáridosde la cápsulade Cr. neoformansestá

directamenterelacionadocon la cantidadde polisacáridounido a las levaduras.La fijación de

50 ng de polisacáridode Ci-. neoformansa concentracionesde ío~ levadurasno encapsuladas,

es suficienteparainhibir por completola fagocitosisporPMN. Seha visto que polisacáridos

producidospor la degradaciónde Smith, se unen efectivamentea Ci-. neofoi-manspor ese

receptorsaturable,peroenesecasola fagocitosisno esinhibida.

Actualmenteseestánrealizandoestudiosreferidosa la fijación del complementoaCr

neoformans,puespareceser que la adhesiónde los factoresque componenel sistemase

produceporla ya alternativa(235,236).

2.- Clínica

La enfermedadcausadapor (Y neofoi-mansllega principalmentetras la inhalaciónde

levaduras,aunquepuedenpenetraren el hospedadorpor otrasvías (222). La enfermedades

máscomúnen mujeresque en hombres.Puedepresentarseun cuadroclínico de criptococosis

de cuatroformas(202).

2.1.- Criptococosispulmonar. Pareceser que la infección más común producidapor Ci-.

neofonnanses la pulmonar.En la infección sintomáticaagudano existenrasgosclaros. Las

lesionespuedentomar forma de pequeñosnódulos discretos,quepuedencurar simplemente

dejandounapequeñaseñal,o puedenconvenirseen una forma mayor encapsuladay crónica

-31 -



Introducción

(forma criptococómicao criptococoma).Tambiénsehadescritola enfermedadcomoforma de

neumoníaaguda(237).

El diagnóstico de la criptococosis pulmonar se puede conseguir mediante la

demostraciónen muestrasprocedentesde aspiradoso lavadosbronquialesde criptococos,y

eventualmente,por la evidenciadel antigenosolublecriptococócico.

2.2.-Criptococosisneuromeningea.Enausenciade diagnósticoy tratamiento,Ci-. neofoi-mans

puedeinvadir el SNC (vía hematógena).Estacolonizaciónse ve favorecidasobretodo por la

ausenciaen el LCR de anticuerposanticriptococócicos.La enfermedadpuedetranscurrirdesde

unosmeseshastavarios años,pero el desenlacees siemprefatal si no existetratamiento.Los

pacientesconSIDA y que han sido infectadospor Ci-. neofoi-mans,generalmenteevolucionan

aun cuadromeningiticocrónicoconsíntomasmenores.En dichosenfermosla meningitisesla

manifestaciónmáscomúnde criptococosis,y puedeocurrir en cualquiermomentoduranteel

transcursode la infeccióndel HIV.

2.3.- Criotococosis cutánea. Se produce por inoculación traumática de la levadura,

produciendopápulasacneiformeso nódulos indoloros. Tardíamente,se presentauna zona

centralúlcero-necróticarecubiertade unacostranegra.

2.4.- Criptococosisdiseminada.Se han descrito casos en sujetos afectadosde SIDA con

formas septicémicasy ganglionares,
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En el desarrollode un antimicrobiano,se puedendistinguir varias etapasnecesarias

paragarantizar,tanto la eficacia,comola seguridaddel compuestoenla aplicacióndiica. Una

primeradivisión dentrode esteproceso,diferencialos ensayospreclíicosde los clínicos.Los

primerosaludena todoslos estudiosque se realizandentrodel ámbito de un laboratorio,sin

utilizar enningúnmomentopersonascomofuentede informaciónparala investigación.Dentro

de los estudiospreclínicos se puedea su vez distinguir dos gruposencaminadosa investigar

diferentesefectosdel compuesto,nos referimosa la toxicologíay los estudiosde actividad.

Cualquiercompuestoen desarrollo,ademásde ser eficaz en la erradicaciónde la enfermedad

que sequieretratar,debeser inocuo, es decir, no presentarningún efectocolateralindeseado

en la personaque lo esté recibiendo. De ahí la importanciade que los estudiospreclinicos

asegurenuna eficaciay unaseguridadprevia (demostradatanto in vitro como in vivo), para

poderpasaral tratamientoa personasconunagarantíasuficiente(20). Dentro de los ensayos

clínicos nos encontramosconun sistemaperfectamenteestructuradoparael estudiotanto de

seguridady toleranciadel fármaco,comode sueficaciaenpersonas(238).

Nuestrotrabajoha sido enfocadohaciael estudioprecliico de cinco moléculascon

actividadantifungica,centrándonosprincipalmenteen los estudiosde eficaciamicrobiológica

(iii viti-o) postoxicológicosy predinicos.Segúnlas normasgeneralesparala evaluación de

nuevoscompuestosantifungicospara el tratamientode infeccionesfungicassistémicas(230),

los objetivosde los ensayospreclínicosen lo referentea eficaciason: a) demostrarla eficacia

del agenteantiinfecciosoin vitro frentea los microorganismosdiana,determinandolas CMI y

CMB, b) comprobarla existenciade la presenciade un efectoinóculo así como la unión a

proteínas,c) determinar las interaccionesentre antimicrobianos,y finalmente d) obtener

informaciónde los posiblesmecanismosde accióny potencialdesarrollode resistencias.

Desdeun punto de vista microbiológico, es importante conocer la actividad que

presentaun fármacofrenteaun microorganismo,puestoquea partir de estedatose vaa poder

extraer una gran cantidad de información, necesariaa la hora de la eleccióndel fármaco

adecuadopara el tratamiento, o la presenciade resistenciasal tratamiento. Sin embargo,

careciendode datos farmacológicosexperimentalesno se podrá garantizar la eficacia

terapeútica,al no disponerde datossuficientesque relacionenla actividadmicrobiológicacon

la farniacocinética.

Partiendode estaspremisas,e intentandoacercamoslo máximo posible a las normas

queacabamosdecitar nosplanteamosparael presentetrabajolos siguientesobjetivos:
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1. Valorar la actividad microbiológicade los cinco agentesantifrangicos(anfotericinaB, 5-

fluorocitosina,ketoconazol,fluconazoly 12K 109,496)frente a Cryptococcusneofonnans,

mediantepruebasde sensibilidadcon diferentesinóculos y metodologíaadaptadaa los

requerimientosfisiológicos dela levadura.

2. Estudiar el comportamientoy mecanismode acción de los cinco antifungicos frente a

Ci-yptococcus neofoi-mans, haciendo uso para ello de los siguientes parámetros

farmacodinámicos:

1) Tasasde inhibición de crecimiento, actividad fungicida y áreabajo la curva de

muerte(AUKC), obtenidosapartir de las curvasde letalidad.

2) Efecto postantifúngico, efecto de concentraciones subinhibitoriás en fase

postantifrngicay tiempoderecrecimiento.

3) Influencia del suero humano como factor extrínsecoen los parámetrosarriba

citados.

3. Correlacionarel comportamientopresentadoit: vitro por concentracionesfisiológicasde

antifúngicos, con la eficacia terapéuticaproducida ¡ti vivo de dichas concentraciones,

considerandoparaello todoslos parámetrospreviamentecitados.
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Matedalu Métodos

MICROORGANISMO

Se emplearon dos cepas de la levadura Cryptococcus neofonnans variedad

neofonnans. Una de ellas procedente de la Colección Espafiola de Cultivos Tipo

(CryptococcusneoformansCECT 1078), y la otra de un aislado clínico encontradoen un

pacientedelHospitalSanCarlosconcriptococosisdiseminada(Hemocultivopositivo).

Parasuconservaciónlos microorganismossecongelarona - 40 ~Cen vialescon 1 ml

de lechedescremada.A partir de estosviales, las cepassedescongelarony sembraronen agar

de Saboureaud(OXOID) paratenerlos microorganismosviables y podertrabajarconellos.

Lasplacassemantuvieronen la neveraa 40<2 y seatemperaronen la estufa(Heraeus)a 37 0<2

cadavez que se fueron a emplearen una prueba.La misma placano fue utilizadapor un

periodode tiempo superiora 1 mes.

ANTIIflJNGICOS Ii
Las cinco moléculasantifúngicasempleadasen estetrabajo fueron: anfotericinaB, 5-

fluorocitosina,ketoconazol,fluconazoly 12K 109,496.Las principalescaracterísticasfármaco-

químicasy el modo de mantenimiento/preparación,de estassustanciasse resumenen el

apéndice1.

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

En el apéndiceII se muestranlos mediosde cultivo empleadosen la realización de las

diferentespruebasdelaboratorio,asícomosu forma de preparación.

El medio de cultivo liquido que se empleó paratodas las pruebasfue el bYNB-G

(DIECO) y el medio sólido ¡lic el agar de Saboureaud con cloranfenicol (OXOID). La

conservacióndel bYNB-Q ¡he siempreen neveraa 4 0C y parasuutilización seatemperóen

estufahastaquealcanzasela temperaturade 37 0C.

Para los estudiosde influencia de los factores del huéspedsobre la relaciónentre

microorganismoy fármaco,el sueroutilizadoprocedíade sangrevenosa(sin hepaiinizar)de

individuos voluntarios sanos. Dicha sangrese mantuvo a temperaturaambiente y en

condicionesde esterilidadhastaquecoaguló.Unavez retiradoel coágulosecentrifrgóa 2000
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r.p.m. descartandola fracción sedimentaria.Posteriormentese mezclarontodos los sueros

procedentesde los diferentesindividuosparaformar unasolucióncomúnquese distribuyó en

alícuotasde 0,5 ml y secongelóa-200C hastasu uso.

CONDICIONES GENERALES DE EXPERIMENTACION

Duranteel desarrollode los métodosparala obtenciónde los valoresde sensibilidady

de las diversasparámetrosfarmacodinániicosde los antiflingicos frente a las levaduras,se

emplearondeterminadosmodeloso pautasexperimentalescomunesa todosellos. Por tanto,

paraevitar la reiteraciónde estosprocedimientosdurantela descripciónde los métodosde este

estudiosehanrecogidoen esteapanadolas condicionescomunesa varias de las pruebasy a

lasque seharáalusióncuandoproceda.

Incubación en medio líquido. Las condicionesgeneralesparadesarrollarcultivos (con o sin

quimioterápico), fueron aquellas que experimentalmenteresultaronmás prácticas, y que

mantuviesenuna cierta aproximación a las situacionesencontradasin vivo. Por ello la

incubación ¡he siempreen agitación orbital a 150 r.p.m. y a una temperaturaconstantede

370C. El tiempo deincubaciónsedefinió paracadaunadelas pruebasy dependióen cadacaso

del tamañode inóculo.

Preparaciónde inóculos en faseexponencial. Se tomaron 5 colonias de Ci-. neofonnans

(con untamañosuperiora 1 mmde diámetro)de unaplacade agarcon48 horasdeincubación

y se disolvieronen 10 ml de bYNB-G atemperado.La incubaciónde estecultivo durante22 a

25 horasbajo las condicionesdescritasen el apartadoanteriorcondujoa la obtenciónde una

poblacióndelevadurasenfasedecrecimientologarítmico(24,25).

Obtención de un tamafio poblacional predefinido. El ajuste del número de células

contenidas en un cultivo a una concentración deseada se realizó por medio de

dilución/concentracióny posteriormedidade la absorbanciaen espectrofotómetro(HITACHI

U-liCO) a 530 nm de longitudde onda.

La relación absorbancia¡UFCse obtuvo a partir de las correspondientesrectas de

regresión.
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Recuentodeviables en placa.Estatécnicase aplicó paraaveriguarel númerode levaduras

existentesen un cultivo a partir de muestrasde volumen reducidotomadasdirectamentede

dicho cultivo (240). Paraello se redujo en primer lugar la cantidadde célulasmedianteun

bancode diluciones.Unavez obtenidoun númerode levaduraspor mililitro lo suficientemente

pequeño,sesembraronaillcuotaspor extensiónconasade Digrandskien placasde agar.Estas

placasseincubaronen unaestufaa 370<2 durante48 horasy entoncesseprocedióal recuento

de coloniascrecidas.El númerode coloniascontadashubode estarcomprendidoentre50 y

200por placadescartandocualquiervalor inferioro superior.

CURVAS DE CRECIMIENTO

La determinacióndel crecimientolibre (en ausenciade antifúngico)de Cryptococcus

neofoi-mansen caldo de cultivo se llevó a cabo por métodosespectrofotométricosy de

recuentodeviablesen placa.

En ambosmétodossepartió de un inóculo de levadurasuspendidaen caldo bYNIB-G

ajustadoa unaconcentraciónde 5 x ío~ UFC/ml. En las curvasse ensayóprimero con un

tampónfosfato y posteriormentecon tampónbicarbonato(ver apéndiceJI). Desdela hora O

hastala 48 del experimentose tomaron muestrasde los cultivos a intervalos de tiempo

regularesmidiéndoseen el espectrofotómetroy tambiénse sembraronen agar. Concadauno

de los valoresobtenidosse creóunacurvade crecimiento,representadapor la absorbancia(a

540 nm de longitud de onda) en el eje de ordenadasy por el tiempo (en horas)en el eje de

abscisas.Paraconocerla relaciónexistenteentrela absorbanciay las UFC/rnl serealizaronlas

correspondientescurvasde regresiónlineal.

Los valoresdeltiempo de generacióny las constantes,u y k, sedeterminarona partirde

los valoresobtenidosenTJFC/rnla cadatiempodemuestreo(241).

L PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIFÚNGICOS

Las pruebasde sensibilidad de las levadurasa los 5 antifiangicosse realizaronde

acuerdo con las nonnas dictadas por la NCCLS (25), aunque incorporando algunas

modificaciones
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1.- Medio de cultivo. El medio de cultivo recomendadopor la NCCLS para las pruebasde

sensibilidadde antifungicoses el RPMII 1640. En estetrabajoseha empleadoel mediopara

crecimientode levadurasbYNB-G.

2.- Preparacióny almacenadode los antithn2icos.Parala preparacióny conservaciónde los

antifúngicosseutilizaronlasinstruccionesdela NCCLS. Cualquiermodificaciónen el color de

los antifúngicoso variaciónen la densidadde la solución,hizo que sedescartaseel empleode

la sustancia(ver apéndice1).

3.- Inóculo Inicial. El inóculo de la pruebade sensibilidadsepreparóa partir de un cultivo en

faseexponencialde Ci-. neoformans,comoseexplicóen el apartadode condicionesgenerales.

4.-Inóculofinal. El inóculo en fasede crecimientologarítmicoque acabamosde mencionar,se

ajustó por espectrofotometríaa dos tamañosde poblacióncelular (uno elevadode 1-5 x í05

UFC/rnl y otromásbajo 1-5 x i03 UFC/ml). Paralelamenteserealizaronseriesde dilucionesde

los antifungicosaprobar,oscilandoéstasdesde256gg/ml hasta0.03 ¡ig/ml. Posteriormentese

expusocadatamañode inóculo a cadaunadelas diferentesconcentracionesde antiñingico. Al

cultivo quepermaneciócomocontrol de crecimiento,en vez de incorporarlelos volúmenes

portadoresde las concentracionesde antiffingico, se le añadióel volumen equivalentede

bYNIB-G.

5.- Incubación.Los cultivos se mantuvieronen agitación orbital durante48 horas para el

inóculo másalto y de72 horasparael de menornúmerode células.

6.- Lecturade los resultados.Seconsideróla CMI comola concentraciónde antit’úngicomás

bajacapazde inhibir el crecimientode los microorganismos(29). Parafacilitar la lectura y

determinarcon mayor precisión el punto de corte del antifúngico, se empleó el método

espectrofotométrico(126). Ayudándosede la transniitanciay la absorbancia,se determinaron

las concentracionesque inhibieron el 90% del crecimientopara cadacultivo de la seriecon

inóculo de 1-5 x ío~ UFC/ml y los queinhibieron el 25%, 50% y 90% del crecimientode la

serieconinóculo de 1-5 x io~ UFC/ml.

Los valoresde inhibición se consideraroncomoaquellaslecturasespectrofotométricas

másbajasquecumplieronel criterio (126):

- 38 -



u Material u Métodos

%T > (%T~0~~¡+ N (100- % T~0»t~)

donde.

- %T~01~i es el porcentaje de transmisión para el cultivo control (libre de

quimioterápico)

- N esunaconstantequepuedetomarlos valores1/4 (IC25), 1/2 (IC~o) y 1/1,1 (1C90)

Estafórmula fue diseñadaparadefinir la fracción de inhibición (N) comounafunción

de turbidezen los tuboscontrol libresde quimioterápico(126,129).

Todaslas pruebasse repitieronun mínimo de 3 veces.Con los datosde absorbancia

obtenidosen cadatoma (24, 48 y 72 segúnprocediese),se realizaroncurvasde crecimiento

paracadaantifúngicoy las diferentesconcentraciones.También se calcularonlos valoresde

inhibición del crecimiento a partir de las lecturas espectrofotométricasbasadasen la

absorbanciay comparandocultivos en presenciade antifungicoconcultivoscontrol (libres de

quimioterápico).

A partir de los valores obtenidos en las pruebasde sensibilidad se hallaron los

coeficientesterapéuticospara cadaantifúngico. Se emplearonlos valoresde 1C25 para ío~

UFC/inl e 1C90 para lo
3 UFC/ml para ser relacionadoscon los valores séricos de los

antifungicosrecogidosde la literaturaal respecto(149). Los valoresde inhibición escogidos

paraestarelaciónfueronlos más tardíos,esdecir, los de las horas48 para1C
25-10

5IJFC/ml y

los de 72 horaspara1C
90-10

3UFC/ml.

CIINE1IICA DE MUERTE FUNGICA
-t - .—-~t—— —--- .- --

Para estudiarel efecto que producenlos antilúngicos sobre la viabilidad de las

levaduras a lo largo del tiempo se siguieron las pautas generales definidas para

experimentaciónbacteriológicadescritaspor la NCCLS (242). A causade las grandes

diferenciasexistentesentrela fisiología de los hongosy las bacterias,se realizaronvarias

modificacionesparala realizacióndela prueba.

Los tamañosde inóculo empleadosy los procedimientospara su preparación,Rieron

los previamentedefinidos. Los cultivos fueron expuestosa diversas concentracionesde
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antitbngicosy seincubaronbajo las condicionesde experimentaciónqueya hemosexplicado.

El periodode tiempoparala incubación¡hede 48 horascuandola poblacióncelularde partida

era 1-5 x ío~ UFC/ml y de 72 horas cuando el inóculo inicial era 1-5 x ío~ UFC/ml. A

intervalosregularesde 12 horas,setomaronalícuotasde los cultivos, sesembraronen placas

deagary seincubaronenestufa.Cuandoel númerode célulaspor mililitro ¡hesuficientemente

alto, serealizaronbancosde dilucionesen soluciónsalinatamponada(PBS). El recuentode las

coloniasserealizótras48 horasde incubaciónenestufa.

Los resultadosobtenidos se registraronen una grafica donde el eje de abscisas

representael tiempo y el de ordenadasla cantidaddemicroorganismosmedidaen logaritmos

decimalesde las IJFC/ml. Todaslas pruebasserealizaronal menos6 vecesy siemprebajo las

mismascondicionesexperimentales.

A partir de las curvasde letalidad se trató de cuantificarel efecto queprodujo cada

antifúngicoenla viabilidadde las levaduras.Paraello seemplearon2 parámetros,la capacidad

inhibitoria y la actividadfungicida(243).

CapacidadInhibitoria. Mide el porcentajede inhibición a diferentestiemposde la

multiplicaciónde la poblaciónde levadurascomo consecuenciade la presenciade

concentracionesde antifúngico.Suexpresiónmatemáticaes:

.7 d<0 (1- IJFCI¡nlcrnta 1 UFC/iflI<coz~o) 1100

donde;

- CIm esla capacidadinhibitoriaacadatiempoT

- IJFC/ml<rmt), representalas célulasexistentespor mililitro de cultivo queha estado

expuestoal antifúngico

- UFC/ml<c~~~),sonlas célulaspormililitro enlos cultivos libresde quimioterápico.

Actividad fungicida. Estefenómenosepuedemedir cuandoel númerode UFC/ml

tratadasdesciendepor debajodel valor enUFC/ml del inóculo inicial y por tantonos

encontramosconvaloresde flingistasissuperioresal 100%. La ecuaciónmatemática

quecalculala actividadfungicidaes:

AFm = ( 1- IJFC/mlcr,.~.n 1 UFCImI&oca) 1 100
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donde;

- AFm esla actividadfungicidadel antifúngicoenel tiempoT

- UFC/ml<r~t.) representalas célulasexistentespor nnlilitro de cultivo queha estado

expuestoal antifúngico

- UFC/ml<1.),sonlascélulaspormililitro enlos cultivos enel tiempo0.

Area -Bajola CurvadeLetalidad(AUKCV

A partir de los valorespuntualesobtenidosen la pruebade letalidad, se calculó la

superficiesubyacentea la curva descritapor medio de la regla trapezoidal.El valor de esta

áreacoincideconel valor obtenidoa partir de la sumade cadauna de las áreasindividuales

duranteelperiodocompletode muestreo(48 6 72 horassegúnel tamañodeinóculo) (244).

La técnicaempleadaparala determinacióndel EfectoPostantifúngico(PAPE) fue la

mismaquela descritapor Minguezcf al (109), aunqueseintrodujeronalgunasmodificaciones.

La baseteóricaenla que se flindamentaestapruebasetomó de la bibliografia relacionadacon

el efectopostantibióticoparabacterias.

Para las pruebasde PAPE el microorganismo siempre se encontró en fase de

crecimiento exponencialsiguiendo el método descrito previamente.Este inóculo de Ci-.

neofonnansse ajustó a una concentraciónde 1-5 x l0~ UFC/ml y se dividió en vanos

subcultivoslos cualesseexpusierona las diferentesconcentracionesdel antifúngicoa ensayar.

Comonormagenerallas concentracionesutilizadasfueronlas 1C25 (para inóculo de 5 x io’

UFC/ml) y valores superiores, siempre y cuando no excediesenaquellas concentraciones

posiblementetóxicas en una dosis terapéutica(149). Se realizó la prueba empleandodos

períodosde exposiciónalos antilúngicos:uno cofto de 2 horasy otrolargode 12 horas.

Una vez finalizada la exposición,se procedió a retirar el antifúngico del medio de

cultivo, y por tanto, los elementosresidualesde su acción y del metabolismo de los

microorganismos.Paraello secentrifugarontodoslos cultivos (incluyendolos controleslibres

de quimioterápico)a 2000r.p.m. durante10 minutos.El sedimentoobtenidoseresuspendióen
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un mismovolumende mediobYNB-G atemperado.Esteprocesode centrifugaciónserepitió

unasegundavez. Inmediatamentedespuésserealizó una dilución de los cultivos a la décima

parte,parareducirla poblaciónmicrobiana.

A partir de estemomentolos cultivos sevolvieron a incubardurante24 horasbajo las

mismascondicionesde cultivo en queserealizó el tratamientoconantifúngico. A intervalos

regularesde tiempo (2 horas),se tomaronmuestrasde todos los cultivos y sesembraronen

placasde agarde Saboureaudconcloranfenicol.Tras el recuentode viables,seexpresaronlos

resultadosenforma de logaritmosdecimalesde las UFC/ml respectoal tiempo,obteniendoasí

las curvasderecrecimientoparacadaantifúngico.

La cuantificacióndelPAFE serealizósiguiendola fórmula (11):

dondeT y C sonlos tiempos en horasrequeridosparael recuentode viablesde los cultivos

tratadosy los controlesrespectivamenteen incrementarun logaritmo decimalpor encimadel

observadoinmediatamentetrasla eliminacióndel quimioterápico.

También sedeterminé(empleandola misma fórmula) el efecto PAPE calculandolos

tiemposrequeridosparaquelos cultivos incrementaranmediologaritmodecimal.

Todoslos experimentosserepitieronal menos6 veces.

EFECTO DE CONCENTRACIONES SUB-CMI EN FASE POSTANTIFUNGICA

El estudiode la actividadde las concentracionesinferioresa la deinhibición (Sub-CMI)

en fase de crecimiento postantifúngica(es decir tras la exposicióny eliminaciónal agente

antimicrobiano)sobreCi-. neofonnans,serealizó siguiendoel métododescritopor Odenholtet

al (94)y modificadopor Kikucbi etal (99).

El transcursodel experimentocomcidió con el de la determinacióndel efecto PAFE

hastael momentode la eliminacióndel antifúngico.En esteinstantelos cultivos seexpusieron

a concentracionesde antifúngicocorrespondientesa 1/4 el valor dela 1C90 parael inóculo de 5

x í o
5 UFC/ml. Los cultivos sereincubarony sesembraronmuestrasen agarcada2 horas.Al

igual queenlos estudiospreviossecuantificóel efectoporrecuentodeviablesen placa.

El efecto de las concentracionesSub-CMI tras la exposición a concentraciones

terapéuticasy posteriorlavadodel antifúngico,sedefine como la diferenciaentrelos retrasos
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en el crecimientoproducidospor la incorporaciónde concentracionessubinhibitoriasen fase

postantifúngicaentreloscultivos pretratadosy losno pretratadosal recrecertodos 1 logaritmo

decimal.

TIEMPO DE RECRECIMIENTO

Esteparámetroseobtuvo a partir de las curvasde PAPE. Se definió el Tiempo de

Recrecimiento(ERT) comoel intervalo de tiempo requeridopor las célulasde los cultivos en

recuperarel tamañode inóculo inicial del experimento,esdecir1-5 x U)~ UFC/ml (90).

ACTIVIDAD DEL SUERO

Para ver la actividad del suero sobre la interacción entre Ci-. neoformansy los

diferentesantiffingicos,seemplearonlas curvasde letalidad alo largodel tiempo. Tambiénse

realizaron curvas de crecimiento con suero en ausencia de antifiSngico y curvas de

recrecimientoPAPE.

1.- Curvasde Crecimiento.Seincubaronlos cultivos de Cr.neofoi-mansen faseexponencialen

inóculo de 1-5 x 10’ y que contenían,además,un 10% de suero procedentede voluntarios

sanos.La cuantificacióndel crecimientode los microorganismosse realizó por recuentode

vialesen placa.

Paraestudiarla influenciade proteínasséricasy la limitación denutrientesen el medio,

paralelamenteseprepararonotros cultivos en idénticascondiciones,exceptoen la sustitución

de la cantidaddel 10%de sueronormalhumanoporunaequivalentede:

• Suero Termoinactivado. Se obtuvo por calentamientoa 560C, en baño con

agitación,de un volumende sueronormal humanoduranteun periodode tiempo

de 30 minutos.

• Soluciónsalina(PBS).

• bYNB-G. Los controles de crecimiento sólo conteníanlevadura y medio de

cultivo bYN?B-G.
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Con los valoresobtenidos,se determinó la capacidadinhibitoria del suero normal,

suerotermomactivadoy solución salina (PBS), sobre el crecimientode la levaduraen fase

logarítmicade crecimiento.

También se registró la variación del pH en cadauno de los cultivos arriba citados,

midiendo los valores electrolíticosal inicio y final de las pruebas,utilizando un medidor

electrónicode pH (OIRALT).

2.- Curvasde letalidad.La metodologíapararealizarestascurvases la mismaque la descrita

previamente,conla salvedadde la incorporaciónde un 10% de sueroen todoslos cultivos y

queel inóculo empleadosólo fue el de 5 x lO3UFC/ml (108).

Con los valores obtenidos se construyeronlas curvas de cinética de muerte

correspondientes,y se calcularon los parámetrosque determinan el poder microbicida

(capacidadinhibitoria y actividadfungicida) así como el áreabajo la curvade letalidad para

cadaconcentraciónensayada.

3.-Efecto Postantifunaico.Se siguió el mismo desarrolloexperimentalque en la pruebade

PAPE sin suero, descrita previamente,pero con la diferencia de que todos los cultivos

conteníanun 10% de sueroen el procesodel ensayo,tanto en el periodode exposicióncomo

despuésduranteel recrecimientode las levaduras.

El sueroutilizadoduranteel periodode exposiciónde las levadurasa los antifúngicos,

fue renovadoconsueronormalhumanoduranteel procesodeeliminacióndel antifúngico.

ANALISIS ESTADISTICO

Parael estudiodela magnitudde la actividadmicrobicida,velocidadde consecución,y

el efecto del suero humano sobre la misma, se empleó el logaritmo decimal (Log¡o) del

recuentodeviablesparaloscálculosmatemáticos.

La significación estadísticade los resultadossecomprobópor análisis de la varianza

(ANOVA). Se considerarondiferenciassignificativasen aquelloscasosen que la probabilidad

dequelasdiferenciassedebanal azarfue de p<tO,Ol.
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Todoslos datos fueronintroducidosy analizadosautomáticamentecon el programa

estadísticoinformático SYSTAT® (v.5) bajo entornoWindows3.11.

- 45 -



RESULTADOS



Resultados

CURVAS DE CRECIMIENTO

En las curvasparacomprobarla velocidadde crecimiento de las dos cepasde Ci-.

neofonnans,así como su comportamientoen el mismo medio pero tamponadode diferente

modo(fosfatadoo bicarbonatado),no se obtuvierondiferenciassignificativasestadísticamente

entrelas 2 cepascuandoel tampónusado conteníabicarbonato,siendoel perfil de las dos

curvasprácticamenteidéntico(deahíquesólo serefleje en el figura 1 la curvacorrespondiente

a una de las cepas)En el caso del tampón fosfatado,se manifestóun ligero retrasoen el

crecimientoen la cepaCECT 1078 respectoal aisladoclínico, comomuestratambiénel figura

1.

Lostiemposde generaciónencontradosfueronmuy similaresen ambascepas(6,3 y 6

horas),sin embargo,son muy diferentesa cuando se utiliza como tampónparael medio de

cultivo unasoluciónbicarbonatada.En estecasoseobtienentiemposde generaciónde hasta3

veceselvalor conseguidoconel tampónfosfato.Estefenómenolo podemosver claramenteen

las tasasde crecimientomedio e instantánea(k y g respectivamente),queven reducidossus

valoresde forma drástica al ser comparadoscon los cultivos tamponadoscon solución

fosfatada(tabla1).

La correlaciónencontradaentrelas medidasespectrofotométricasy las de recuentode

viablesen placafue baja,por lo que se úti]izó preferentementeesta Última técnicapara los

demásestudios(Figura 1).

SENSIBILIDAD

Los valoresde inhibición del crecimiento (IC) de las diferentesconcentracionesde

antifúngicosfrentea 2 cepasdeCi-. neoformanssemuestranenlas tablasIII y IV. De todaslas

concentracionesde antifúngicosevaluadas,fueronempleadaspara la representaciónde los

resultadosaquellasque estáncomprendidasen los intervalos recomendadospor la NCCLS

paralas pruebasde sensibilidad.En el caso concretode 131K 109,496,al no encontrarseentre

los antimicrobianosrelacionadosen el documentode dicho comitépor encontrarsetodavíaen

periodo de investigación, se tomaron márgenesde concentracionesbasadasen datos

farmacocinéticosy seguridad,obtenidosde la documentacióncedida por Pfizer Inc.. Las

densidadesópticasobtenidasmuestranque en todo momentolos cultivos se encontrabanen
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fase exponencial. Se encontrarondiferencias significativas en los resultadosde todos los

antifúngicosal emplearlos dostamañosde inóculo. Cuandoel inóculo fue de ío~ I3FC/ml, el

tiempo de lecturafue a las 24 y 48 horas.La inhibición obtenida fue baja, y por tanto se

emplearonvaloresde 1C25 y 1C50, ademásdel de inhibición del 90% de la población(definido

como concentraciónmínima inhibitoria por la NCCLS). Estos valores se mantuvieron

constantesen el tiempo o presentaronun ligero descenso(como ocurrió en el caso del

ketoconazol,queredujo su 1C50 de la hora24 a la 48 enambascepas).También13K 109,496

presentóuna fuerte reducciónen la inhibición de la masamicrobianarespectoal tiempo,

descendiendode 8 a 16 vecessuvalor, dependiendode la cepa.

Cuandose empleóun tamañode inóculo de Cr. neoformansinferior, lO
3UFC/ml, se

obtuvo mayor efectividaden la reducciónde la población ffingica, por lo que el valor de

inhibición queseempleófue de 1C
90. En cambio,la lecturade los resultadosconesteinóculo

seprolongómásen el tiempo,teniendoquerealizarsea las 48 y 72 horas.No seha encontrado

unadiferenciasignificativaenla inhibición comparandolos resultadosde las horas48 y 72, con

la excepciónde anfotericinaB, quevio reducidasu 1C90 de 1 gg/ml a 0,125 gg/ml. En el caso

concreto de fluconazol, tanto para inóculo de 1 o~ TJFC/ml como para ío~ UFC/nil, las

concentracionesinhibitoriasno sepudieronfijar en un valor correspondienteconlas diluciones

seriadasqueseemplearonparala pruebade sensibilidad,ya queen cadarepeticiónde la misma

salía un valor distinto alternándoseentre 8 y 1 6gg/ml. Por tanto se ha dejado el valor

inhibitorio de esteantifungicoacotadoentreesasdosconcentraciones.

La diferencia en la sensibilidad observadaentre las 2 cepas ensayadasno fue

especialmentellamativa, exceptoen el caso de 5-fluorocitosina,dondeel aisladoclínico de

Cr.neofonnanspresentó valores de inhibición inferiores que la cepa de colección. Con

anfotericinaB seprodujoen cambio unadiferencialeve entre ambascepas,siendoel aislado

clínico mássensibleal polieno(1 punto enla mayoríadelas IC y 4 en1(290 lO
3IJFC/nil).

Los valores correspondientesa relacionar la concentracióninhibitoria de cada

antifúngicoconlos nivelesséricosenhumanos(cocienteinhibitorio, IQ), estánrepresentados

en la TablaII. En generalse observóuna clara relacióndel IQ para 1 0~ UFC/ml-1C2,y las IQ

de 1 ~3 UFCIxnI-IGo. Tan sólo anfotericinaB y ketoconazoltuvieron valoresdistintos para

distinto inóculo, presentandomejor resultadopara inóculo bajo el primer antifúngico y al

contrario para el segundo.Prácticamentetodos los resultadosde IQ que se obtuvieron

estuvieronen una clara línea de buenapredicciónde la eficacia clínica de los antifúngicos

(valoressuperioresa 4), conla excepciónde 5-fluorocitosinafrente a Ci-. neoformansCECT
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1078y fluconazolconambascepas.Esteúltimo dependiódelvalor inhibitorio seleccionado(8

ó 1 6~tg/ml) paratenerun valorIQ máspróximo a 4.

Losresultadosmuestranen generalquela cinéticade crecimientode las levadurasen

presenciadediferentesconcentracionesde los antifúngicosfue similar paralos dostamañosde

inóculo, aunqueen algunoscasosse vio que la mayor presenciade levaduradisminuyó la

eficaciade los fármacos.

Los parámetrosempleadospara ver la actividad de los antifúngícosa lo largo del

tiempo fueronla inhibicióndel crecimiento,actividadfungicida y AUKC (tablasV-XXVI). En

las figuras sepuedeverel desarrollodelos experimentosgráficamente.

1.- AnfotericinaB

.

Esteantifúngicopresentóactividadfungicida (es decir, descendiólos nivelescelulares

por debajo del tamaño poblacional inicial) de forma tiempo dependienteen las dos

concentracionesempleadascuandoel tamañode inóculo fue de 1 O3UFC/ml (tablaVI y figura

9). En cambio, cuando se aumentó el tamaño de inóculo hasta 1 O5UFC/ml, la actividad

fungicidasevio reducidaala concentraciónde4 xg/ml (tablaVIII y figura 9), quepresentóun

descensoinicial en la viabilidad y un posteriorrecrecimiento(a partir de la hora 24). En este

casoel comportamientodelfármacofue concentracióndependiente.

Los resultados obtenidos en las AUXC (tablas XXV y XXVI), mostraron una

diferencia clara entre los valores generadospor la concentracióninhibitoria y las supra-

inhibitorias, y especialmentecon inóculo elevado,siendo en cualquiercaso siempremenor

cuantomayorfue la concentraciónempleada.

2.- 5-fluorocitosina

.

Losresultadosde la actividadde5-fluorocitosinafrenteaCi-. neoformansalo largodel

tiempo se muestranen las tablasXIX - XII y figura 10. En ningún momentolas diferentes

concentracionesde 5-fluorocitosinamostraronactividad fungicida frente a las levadurasa

tamaño de inóculo de l0’UFC/ml. Todo el tiempo hubo una inhibición del crecimiento de

forma concentracióndependiente,que no obtuvo diferencias en UFC/ml mayores a 1,5

logaritmosrespectoal control.
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Cuandoel inóculo de partidafue de 1 O3UFC/ml, el efecto de 5-fluorocitosinasobrelas

levadurasse vio incrementado,mostrandouna leve actividadmicrobicida tiempodependiente,

quese pronunciómása concentracionesde 100 ig/ml y desdela hora 24 hastael final del

experimento,aunquecon un ligero recrecimiento a partir de la hora 48. Las diferencias

mayoresobservadasenel recuentocelularentrecultivos tratadosrespectoa su controlfueron

de4 logaritmos.

Las AUXC (TablasXXV y XXVI) fueron menoresa medida que la concentración

empleadaascendióy las diferenciasentreellasfueronprácticamentenulas.

3.- Ketocona.zol

.

Enlas tablasXIII — XVI, semuestranlosvaloresde actividadfungicidaeinhibición del

crecimientoparaketoconazolobtenidosa partirdelas curvasde cinéticade muerte(figura 11).

Este antifúngico presentó una clara actividad microbicida tiempo dependiente, y

comportamientomuy similar en su actividad cuando se ensayócon diferentestamañosde

inóculo (lO3UIFC/ml frentea lO5UFC/ml).Conun inóculo de lO3UFC/ml,ketoconazolfue letal

para las levadurasa partir de la hora 24 a las concentracionesensayadas.Este efecto se

proyectóhasta el final del experimento, logrando alcanzaruna diferencia de los cultivos

tratadosconrespectoal controlde crecimientodehasta6 logaritmos.

Cuandoel inóculo ensayadofue de 1 O5UFC/ml, el efectofungicida seprodujo también

a partir de la hora 24 aproximadamente,y de maneramuy similar a como sedesarrollóen

1 O3tJFCIml, siendo la máxima diferenciacon el control de crecimiento algo menosde 4

logaritmos.

4.- Fluconazol

.

El efectoproducidopor las concentracionesde fluconazolsobreGr. neofonnansa lo

largodel tiemposepuedever en lastablasXVII - XX asícomoen la figura 12.

El modo de acción de fluconazol fue muy similar al de ketoconazol, aunque

presentandoun claroperfil bifásico.Laslevadurascrecieronde forma similar al controlen las

12 primerashoras,paraposteriormentesuflir un descensoen la viabilidad desdela hora 24

hastael final del ensayo.Esta estructurabifásicasepudo ver más claramenteen el caso de

inóculo inicial de 1 O5UFC/ml. La actuación del fármaco fue también concentración

independienteen el casode partir desdeun inóculo bajo, mientrasquecon unamayorcarga

microbiana la actuacióndel fármaco fue concentracióndependiente.La mayor diferencia
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encontradaentrelos cultivos tratadosrespectoal controlde tratamientofue de 5,5, logaritmos

y 3 logaritmosparalos inóculosde 1 o~ y 1 O5UFC/mlrespectivamente.

5.- 13K 109.496

.

La actividaddel fármaco131K 109,496frenteaCi-. neofonnansserefleja enla figura 13

y las tablas XXI - XXVI. Cuando el inóculo empleado fue de lO3UFC/ml, la actividad

antiflingica fue concentracióndependientey microbicidasóloparala concentraciónde 4 ~xg/ml

a partir de la hora 24 y para 1 jxg/ml al final del experimento(horas 60-72). La diferencia

máximaobservadaen los cultivos tratadoscon respectoal control de crecimientofue de 7

logaritmos.

Parael inóculo de 1 O5LJFC/ml se observóun claro comportamientobifásico para la

concentraciónde 0,125 jxg/ml, quetansólo presentóactividadfungicida al final de la prueba.

El comportamientoencontradofue concentracióndependientey marcadamentefungicida a

partir de la hora 12, alcanzandounadiferenciamáximade 4 logaritmosal final de la prueba,

comparandocultivos tratadosconsucontrol.

Losvaloresobtenidosenlas AUKC (tablasXXV y XXVI), mostraronunaconsiderable

diferenciaentrelosvaloresgeneradosporla concentracióninhibitoriay las supra-inhibitorias,y

especialmenteal partir deun inóculo elevado.

EFECTO POSTANTIFLINGICO

Losresultadosdel estudiodel PAFEy el efectode concentracionessub-CMImuestran

la dependenciade las variablesexperiupentalesen la obtenciónde concordanciaen los valores

finales encontrados.Sevaloraronestosefectosteniendoen cuentael tiempo de exposición,la

concentracióndel fármaco, la unidad de referenciapara cuantificar el PAPE (1/2 o 1

logaritmo)y la variabilidadinterespecifica.

1.- AnfotericinaB

.

EsteantifiXngico presentóefectoPAPEnegativocuandola exposiciónal fármacofue de

2horas(tablaXXXII). Cuandoseamplió el tiempo de exposiciónhasta12 horas,segeneraron

valoresde PAPEpositivosy crecientescon el aumentode la concentración(tablaXXVII). Al

considerarmedio logaritmo comounidadde cuantificacióndel efecto, tambiénse obtuvieron

valorespositivos.
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Incorporando concentracionessubinhibitorias (efecto sub-CMI), el retraso en el

crecimiento producido fue también significativo con todas las concentracionescuando la

exposiciónfue de 12 horasa anfotericinaB aunqueel efectode sub-CMIcuandola exposición

fue de 4 ~±g/mlse suponemayor con 1 logaritmo queconmedio,aunqueno se pudo medir a

causade suprolongaciónen el tiempo(superioralas 24 horasde muestreo).

El PAFEmostradopor el aisladoclínico fue menor,aunqueen cualquiercasotambién

convaloressignificativamentepositivos.

El tiempo de recrecimientoo de estimaciónde la recuperaciónde las levadurastrasel

efectofungicidainicial másel efectoPAFE, fue muy extenso,llegandoa alcanzarhastalas 24

horasen el casode 4 gg/ml deanfotericinaB.

2.- 5-fluorocitosina

.

Los parámetrosfarmacodinámicosPAPE, sub-CMI y ERT de 5-fluorocitosina están

expresadosen las tablasXXVIII, XXXII, XXXIII y representadosenla figura 15.

Losvaloresde PAPE para12 horasde exposiciónfueronlos mayoresobservadospara

todos los antifúngicos, y siempre de forma creciente con mayores concentraciones.La

diferenciaencontradaentrela cuantificacióna diferenteescalalogarítmica fue favorablea 1

logaritmo, siendosiempresuperiora los valoresde medio logaritmo. Cuandola exposición

previa a 5-fluorocitosina fue de 2 horas, los valoresde PAFE fueron menorese incluso

negativos,como en el casode 32 gg/ml. Los valoresobtenidosparael aisladoclínico fueron

muy similaresalos dela cepaestándar,apesarde la diferenciaenlos valoresde sensibilidad.

El efecto de concentracionessub-CMI con 5-fluorocitosinano pudo ser determinado

conlas condicionesexperimentalesdel ensayopara 1 logaritmo,puestoqueel crecimientode

las levadurasse vio enlentecidodemasiado,y no alcanzó el número mínimo necesariode

UFC/ml para poder realizar el cálculo de este parámetrofarmacodinámico.Para medio

logaritmo, pudo verseel efecto de sub-CMI con las concentracionesmásbajas,generando

valoresconsiderablementeelevados.

Al igual que ocurrió con anfotericina B, el ERT mostró valores muy altos,

extendiéndosemuchoen el tiempo la capacidadde recuperaciónde las levadurasen cualquiera

de las concentracionesensayadas.
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3.- Ketoconazol

Los diferentesparámetrosfarmacodinámicosde ketoconazolse ven en las tablas

XXIX, XXXII, XXXIII y figura 16.

Los valores de PAPE para este antifungico fueronpositivos cuando el tiempo de

exposiciónfuede 12 horas,tantoparala cepaestándarcomoparael aisladoclínico, aunqueen

este último caso los tiempos fueron mayores.El PAPE fUe concentracióndependienteen

ambascepas.Seobtuvierontiemposde PAPEmenoslargoscuandoseutilizó medio logaritmo

comomedidaunitariaenvez de 1 logaritmo.

Cuandola exposiciónfue de 2 horas,los valoresbajaron, siendonegativospara la

concentraciónde 1 gg/ml.

El estudiodel efectode concentracionessub-CMI no sepudo realizar,puesel empleo

de ¼la IC 90 es suficienteparaproducir inhibición del crecimientoen fasepostantifúngicae

impedir,portanto, la cuantificaciónde estefenómeno.En el casode las levadurasque además

estuvieronpretratadasconketoconazolno sólohubo inhibición sinoqueademásla viabilidad

sevio reducidaavaloresinferioresa los del inóculo departida(trasel lavado).

Los valores de ERT fueron largos, aunque parecidos para las diferentes

concentraciones.

4.- Fluconazol

.

El PAFEde fluconazolcon 12 horasde exposición(tabla XXX y figura 17) presentó

valoresnegativospara la concentraciónde 8 jxg/ml, tanto si se consideró1 logaritmo como

mediologaritmo comounidadde medida.En el casodel aisladoclínico (tablaXXXIII) estos

valores fueron ligeramentesuperioresaunqueno en todas las concentraciones.Cuandola

exposiciónfuedurante2 horas(tablaXXXII), todoslos valoresfueronnegativos.

El efectode sub-CIVII produjounaprolongaciónenel tiempode PAFE, de forma máso

menosregular,aunquelos valoresno fueronexcesivamentealtos.

u Curiosamente,los valoresdemedio logaritmofueronsuperioresalos deun logaritmo.
LosERTfuerontambiénmuy largos,llegandoa alcanzarvaloresdehasta21 horas.

u _______

5.- 11K 109.496

.

u El comportamientodeUK 109,496enfasePAPE y suERT sepuedenver enlas tablas

XXXI—XXXIIlyfigura 18.u
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Los PAPE, cuandoel tiempo de exposiciónprevia fue de 12 horas,mostraronvalores

positivosy concentracióndependientes,tanto paraGr. neoformansCECT 1078como para el

aislado clínico (aunqueligeramenteinferiores en éste último). Curiosamenteel PAFE fue

mayor cuando se considerómedio logaritmo como unidad de cuantificaciónen vez de 1

logaritmo.

La exposiciónpreviadurantesólo2 horascondujo avaloresde PAFEnegativos.

Los valoresde sub-CMI fueronmuy altos, siendoprácticamentelos mismosque los

obtenidosen PAPE. Cuando seconsiderómedio logaritmo como unidadde medidael sub-

CMI fue menor.

ERT fue alto, aunquecomparativamentecon los demásantifúngicosfue de los más

bajos.

EFECTO DEL SUERO

Gr. neofonnan.sse vio influido en su crecimientoal incorporar a los cultivos suero

humanoprocedentede una mezclahomogéneade individuos sanos. En la gráfica 19 seu representael efectoproducidopor un 10%y un 50% de sueronormal, suerotermoinactivado

y soluciónsalinaenel crecimientode un cultivo de levadurasdurante48 horas.

La incorporacióndel sueroen los cultivos hizo que el crecimientode las levadurasseu
viese reducido significativamenteen comparacióncon el control del experimento.Dicho
descensoenel crecimientose observóapartir de la hora24 incrementándosehastael final de

la pruebade forma paulatina.Cuandoel sueroañadidofue del 50% del volumende cultivo la

u inhibición tambiénfue significativarespectoal controlperono respectoala curvaobtenidaconel 10%de suero.u 30 Cuandose empleósuerotermoinactivadopor calentamientoconstantea 560C durante

minutos,el efectoinhibitorio obtenidofue tambiénsignificativo aunqueen menorgradoque

el producidopor el sueronormal. Estadiferencia,tendió ademásacompensarsea lo largo del

tiempo siendolas diferenciasentrela actividaddel suero termoinactivadoy el suero normal

máspequeñasal final de la prueba.

1.- Curvasdeletalidad

.

El efectoproducidopor el sueroen la actividadfungicidade los antifúngicosseestudió

empleandoel método de las curvasde letalidad con recuentode viables en placa con un
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inóculo de lo3 UFC/ml duranteun tiempo de 72 horas.En las curvascontrol a las que se

mcorporó un 10% de suero humano, se observó siempre un retraso en el crecimiento

estadísticamentesignificativo cuando se comparó con el control de crecimiento sin dicha

cantidadde suero.El crecimientode estoscultivos fue prácticamentede 1 logaritmo decimal

entodoslos experimentosquedandomuypordebajoel númerode UFC/mldel cultivo control.

A continuaciónsedescribeel efectoproducidopor el suero cuandoestabapresenteel

antiflingico enel cultivo.

1.1.-AnfotericinaB. Un 10% de suerohumanoañadidoal cultivo de Gr neoformanstratado

con0,125 ig/ml de anfotericinaB anuló por completola actividad del fármaco quedandolos

valoresde UFC/ml prácticamenteidénticosal control de crecimientoen presenciade suero

(Figura9 tablasy, VI).

Cuando la concentraciónde anfotericina B aumentóhasta4 gg/ml se apreció un

descensoclaro en la viabilidad de las levadurasque fue significativo respectoal control (con

suero) de crecimiento a partir de la hora 36. En ningún momento y con ninguna de las

concentracionesensayadasanfotericinaB fue fungicidaenpresenciadesuero.

1.2.- 5-Fluorocitosina.Con la concentraciónde 64 ~±g/ml,la adición de un 10 % de suero

indujo un descensoen la velocidaddel crecimiento de Gr neoformanscomparadacon el

control de crecimiento(tablas DC, X y figura 10). Estasdiferenciasfueron estadísticamente

significativasdesdeprácticamenteel comienzode la prueba(hora 12) extendiéndosehastael

final de la misma.

El aumentóde la concentraciónde 5-fluorocitosinahasta100 ig/ml reflejó un aumento

delretasodel crecimientode las levadurasconsiguiendovalorespor debajodel inoculo inicial

apartirdela hora24 efectoqueno fue observadoenla concentraciónde 64 gg/ml.

1.3.-Ketoconazol.El comportamientode las concentracionesde ketoconazolconun 10% de

suerofrente a Cr. neoformanscomparadoconel controlde crecimiento,fue muy similar, sin

presentardiferenciassignificativas en ningún momento (tablasXIII, XIV y figura 11). La

inhibición del crecimientofue progresivaa lo largodel tiempo y tansolo descendiópordebajo

delvalor del inóculoinicial enla hora 60 parala concentraciónde 4 gg/ml y enla hora72 para

1 y 4 jxg/ml aunqueconvaloresdeactividadfungicidamuy reducidos.
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1.4.- Fluconazol.Estefármacoflie el que presentómayor actividadftente a Gr. neofonnans

cuandoestuvoen presenciade un 10% de suero humanoen los cultivos (Figura 12 y tablas

XVII, XVIII). La inhibición del crecimientorespectoal control fue efectivay estadisticamente

significativa desdela hora 36 del experimentoparatodas las concentracionesensayadas.Las

diferencias encontradas,en cambio, entre los cultivos con suero y fluconazol no fueron

llamativas.Se lograronalcanzardiferenciasde 2 logaritmosentreel control y el cultivo con

mayorconcentraciónde fluconazolenla hora72 del experimento.La actividadfungicidapudo

observarseenloscultivos apartirde la hora60 aunquepara32 ~±g/mlhuboya inhibición desde

la hora36.

1.5.- 11K 109A96. El desarrollo de la incubación de Cr.neofonnanscon diferentes

concentracionesde estefármacoy un 10% de suerosepuedever en las figura 13 y las tablas

XXI, XXII La concentración0,125 gg/ml de fármaco no presentó actividad inhibitoria

significativacomparadaconel controlde suero,mientrasquela concentracionesde 4 g~ml si

lo presentóa partir de la hora 48 del experimento. Igualmentela actividad fungicida o

descensoen la viabilidad respectoal inóculo inicial fue muy pobre dándosetan sólo en la

concentraciónmayorde11K 109,496y al final del experimento(horas60 y 72)

2.- Efectopostantifungico

.

El efectopostantifúngicoen presenciade suerono pudo sercuantificadoparaninguno

de los antifúngicos ya que la inhibición ejercida por la presenciadel suero impidió que se

alcanzaseni siquiera1/2 logaritmode crecimiento,inclusoenlos controles(Figura20).
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Tablasu Mouras

u
u Cepa/Tampón

Parámetrosde Crecimiento
T.gen.(horas) k

CECT/(HPO4)
2~ 63 + 036 0,1 + 0003 0,156+ 0005

AC/(HIPO
4ft 6±0,4 0,1+0003 0,16±0,006

CECT/(HCO4 18 36 + 0,76 0,036+ 0001 0,03+ 0002

TABLA 1
Tiempode generación(Tgen),tasainstantáneade crecimiento(ix) y tasamediade crecimiento
(k) para las cepasde Gr neofonnansen medio de crecimiento bYNB-G con diferentes
tampones(fosfatoy bicarbonato).Los resultadosseobtuvierona partir de los datosrecogidos
en las curvasde crecimientopor recuentode viables en placa y se expresancomo la media
aritméticade3 experimentos±la desviaciónestándar.

IQ

Antifungico

Cr.neoformans CECT 1078
1C90 1C25

lo
3 UFC/ml ío’ UFC/ml

Gr.neoformansAC
1C

90 1C25
ío

3UFC/ml io~ LJFC/ml

AnfotericinaB
5-Fluorocitosina
Ketoconazol
Fluconazol
UK 109,496

32
1,56

5
3,125-1,56

64-96

4
<1,56

20
3,125-1,56

64-96

4
12,5
lo

3,125-1,56
64-96

2
12.5
20

3,125-1,56
64-96

TABLA II
Valoresdel cocienteinhibitorio (IQ) de los 5 antifúngicosdel estudiofrentea las dos cepasde
Gr. neoformans.Las concentracioneslimite no tóxicas alcanzablesen suero que se han
utilizadoparala obtencióndel IQ sehanextraídode informacióncedidapor PfizerInc. (216)
en el casode13K 109,496y de Roilideset al 1990(149) paralos demásantifúngicos.
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ANTIFUNGICO
Inéculo

(UFC/mI)
Horas de

Incubación

IC (ng/mI)

Tablasu Ricuras

IC 90

>16

IC 25 IC SO

24 1 16
Anfoterie¡naB 48 1 16 >16

(0,0313-l6gg/ml) io~ 48
72

-

-

-

-

0
0,125

ío~ 24 >64 >64 >64
5 Fluorocitosina 48 >64 >64 >64

(0,125-64iig/ml) ío3 48

72

-

-

-

-

64
64

Ketoconazol
íO’ 24

48
0,25
0,25

>16
16

>16
>16

(0,03l3-16~¡g/ml) íc9 48
72

-

- -

1
1

íO’ 24 8-16 >64 >64
Fluconazol 48 8-16 64 >64

(0,125-64gg./ml) í03 48
72

-

-

-

-

8-16
8-16

UK 109,496

íO’ 24

48

0,125

0,125

>8

1

>8

>8

(0,0313-8gg/ml) í03 48
72

-

-

-

-

0,125
0,125

TABLA III
Valores de inhibición del crecimiento (IC) de anfotericina B, 5-fluorocitosina,ketoconazol,
fluconazol yUK 109,496 frente a Gr. neoformans CECT1078. Los resultados están expresados
como inhibición del 25, 50 y 90%del crecimiento de los cultivos que partían de un tamaño de
inóculo de ío5 UFC/ml y la inhibición del 90% cuando dicho inóculo era de ío3 UFC/ml. Los
tiempos de lectura espectrofotométrica fueron a las 24, 48 y 72 horas. Debajo de cada
antiflXngico se especificael intervalo de concentracionesal que se ajustanlos resultados,que
ademáscoincide con el recomendadopor la NCCLS para las pruebasde sensibilidad (25)
exceptoen el caso de 13K 109,496,queseha obtenidoa partir de documentacióncedidapor
Pfizer Inc. (216).

- 57 -



ANTIFUNGICO
[nóculo

(UFC/mI)
Horas de

Incubación

IC (gg/mI)

Tablasu Fiauras

IC 90

>16

IC 25 IC 50
íO’ 24 2 >16

Anfotericina B 48 2 >16 >16

(0,0313-l6pg/ml) í03 48
72

-

-

-

-

1
1

lo’ 24 8 16 64
5 Fluorocitosina 48 8 16 64

(O,125-64pg/ml) í03 48
72

-

-

-

-

8
8

Ketoconazol
10’ 24

48
0,25
0,25

32
8

>64
>64

(O,O313-l6pg/ml) í03 48
72

-

-

-

-

0,5
0,5

10’ 24 8-16 >64 >64
Fluconazol 48 8-16 >64 >64

(0,125-64pg/ml) lo3 48
72

-

-

-

-

8-16
8-16

UK 109,496
10’ 24

48
0,125
0,125

1
1

>8
>8

(0,0313-64pg/ml) l0~ 48
72

-

-

-

-

0,125
0,125

TABLA IV
Valoresde inhibición del crecimiento(IC) de un aisladoclínico de Gr neoformansfrente a
anfotericinaB, 5-fluorocitosina,ketoconazol,fluconazoly 13K 109,496. Los resultadosestán
expresadoscomoinhibición del 25, 50 y 90% del crecimientode los cultivos que partíande un
tamañode inóculo de 10’ UFC/ml y la inhibición del 90% cuandodicho inóculo erade ío~
UFC/ml. Lostiemposde lecturaespectrofotométricafUerona las 24, 48 y 72 horas.Debajode
cadaantifúngicose especificael intervalo de concentracionesal queseajustanlos resultados,
que ademáscoincideconel recomendadopor la NCCLS para las pruebasde sensibilidad(25)
exceptoen el casode 13K 109,496,que seha obtenidoa partir de documentacióncedidapor
Pfizer Inc. (216).
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Tablasu Fiouras

AMB (pg/ml)

Inhibición del crecimiento(%)

12(h) 24 (h) 36(h) 48 (h) 60(h) 72 (h)

0,125 69,8±2,4* 78,6±2,2* 996+0,2* 99,9±0,1* 999+02* 999+0*
0,125+S O 168+44 0 27,5+39. 258+3V 25,8±3,5

4 76,5±4.3* 98+05* 996+0,1* 99,9+02* 999+ Q* 999±0*

4+S 22,3+41 583+32 645+35* 82,2+28* 822+21* 861+23*

TABLA V.
Inhibición del crecimiento de Gr neoformans (1 ~3 13FC/ml) tratado con diferentes
concentracionesde anfotericinaB y en presenciao no de un 10% de suerohumanocompleto.
Los resultadosse expresancomo la media aritmética de 6 experimentos±la desviación
estándar.* Indicaque la diferenciaen el crecimientode las levadurastratadascomparadascon
su controlfUe estadísticamentesignificativa. Indicaquela diferenciaen el crecimientoparael
casode las levadurastratadasy consuerorespectoa las tratadaspero enausenciade suero,es
significativa.

Actividad flingicida (%)
48 (h)AMB (pg/ml) 12 (h) 24 (h) 36 (h) 60(h) 72 (h)

0,125 0 66±42 437+4,4 52,1+38 30,8±3,4 0
0,125+S O O O O 0 0
4 10,8±5.3 187+47 592+3,6 61,1+32 727+34 80,9±2,8
4+5 0 0 0 0 0 0

TABLA VI.
Actividad fUngicida de anfotericinaB frente a Gr neoformans(1 ~3 UFC/ml) tratado con
diferentesconcentracionesde fármaco y en presenciao no de un 10% de suero humano
completo. Los resultadosse expresancomo la media aritmética de 6 experimentos±la
desviaciónestándar.
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Inhibicióndel Crecimiento(%)

AMB (pg/ml)

0,125
6 (h) 12 (h) 24 (h) 48 (h)

223+68 58,3±49* 895+5,7* 943+2,2*
1 292+85 73,1±4* 929+2,4* 968+1,1*

4 3~,3+95* 81,3±36* 977+1,7* 98,8±0,5*

TABLA VII.
Inhibición del crecimiento de Gr. neoformans (10’ UFC/ml) tratado con diferentes
concentracionesde anfotericinaB. Los resultadosse expresancomola mediaaritméticade 6
experimentos±la desviaciónestándar.* Indica que la diferencia en el crecimiento de las
levadurastratadascomparadasconsu controlfue estadísticamentesignificativa.

Actividad Fungicida (%)

AMB (gg/ml)

0,125

6 (h) 12(h) 24 (h)
o o o

1 0 0 0

4 0 12,9±2,3 25,8+69 0

48 (h)

0

TABLA VIII.
Actividad Fungicidade axifotericinaB frente a Gr. neoformanscon un tamaflode inóculo de
5x10’ tratadocon diferentesconcentracionesde fármaco.Los resultadosse expresancomo la
mediaaritméticade 6 experimentos±la desviaciónestándar.
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5FCOag/ml)

Tablasu Fiauras

Inhibición delcrecimiento(%)

24 (h) 36 (h) 48 (h) 60 (h) 72 (h)

96,9+12’ 992+0* 999+0* 99,9±0’ 999+0’

12 (h)

64 834±4,1’
64+ S 645+3,9* 69,1 ±3,2’ 80+23* 781+3,1* 77,6±3,3’ 765+41’

100 826+2,8’ 98,6+02’ 996+01’ 999+0* 99,9±0’ 999+0’
100+8 61,1±3,7* 826+29* 871+25* 887+2,6’ 92,4+13* 945+16*

TABLA IX
Inhibición del crecimiento de Gr. neofonnans(l0~ 13FC/ml) tratado con diferentes
concentracionesde 5-fluorocitosina y en presenciao no de un 10% de suero humano
completo. Los resultadosse expresancomo la media aritmética de 6 experimentos±la
desviaciónestándar.* Indica que la diferenciaen el crecimientode las levadurastratadas
comparadascon sucontrol fue estadísticaunentesignificativa. Indica que la diferenciaen el
crecimientoparael casode las levadurastratadasy con suerorespectoa las tratadaspero en
ausencia de suero, es significativa.

5FC(pg/ml) 12(h) 24 (h)

Actividad fungicida(%)
36 (h) 48 (Ii)

o o

60 (Ii)

o

72 (Ii)
o64 0 0

64+S O O O O O O
100 0 42,4±3,1 36,9±3,5 48,7±2,5 27,5+37 66+21

100+8 0 275+42 397+26 292+3,1 36,9+24 45±34

TABLA X.
Actividad fungicida de 5-fluorocitosinafrente a Gr. neoformans(lo3 UFC/ml) tratado con
diferentesconcentracionesde fármaco y en presenciao no de un 10% de suero humano
completo. Los resultadosse expresancomo la media aritmética de 6 experimentos±la
desviaciónestándar.
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Tablasu Fi<¡u ras

Inhibicióndel Crecimiento(%)
5FC (¡.ug/mI) 6 (h) 12(h) 24 (h) 48 (Ii)

32 O 0,4+01 868+5,3’ 791+5,3’

64 29,2±5,9 35,4+ 8 3’ 91,2±6,9’ 908 + 6,8’

100 41,1+95’ 52,1±86’ 948+3,1’ 966+2’

TABLA XI.
Inhibición del crecimiento de Gr. neoformcms(lO’ t3FC/ml) tratado con diferentes
concentracionesde 5-fluorocitosina.Los resultadosseexpresancomola mediaaritméticade 6
experimentos±la desviaciónestándar.* Indica que la diferencia en el crecimiento de las

levadurastratadascomparadasconsu control fUe estadisticamentesignificativa.

ActividadFungicida (%)
SFC(jig/mI) 6 (h) 12(h) 24 (h) 48(h)

32 0 0 0 0
64 0 0 0 0
loo O O O o

TABLA XII.
Actividad Fungicidade 5 fluorocitosinafrentea Gr neoformansconun tamañode inóculo de
SxlO’ tratadocon diferentesconcentracionesde fármaco.Los resultadosseexpresancomo la
mediaaritméticade 6 experimentos±la desviaciónestándar.
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Tablasu Fiauras

KTZ (jag/ml)

Inhibición delcrecimiento(%)

12 (h) 24 (h) 36 (h) 48 (h) 60 (lx) 72 (h)
1 676+3,5’ 963±11’ 99,8±0,1’ 99,9±0’ 999+0’ 99,9±0’
1 +S 46,2±3,5 47,6±3,1’ 59,2±27 66,1+3V 765+27’ 85,8±2,1’
4 69±3,8’ 982+01’ 999±0’ 99,9±0’ 99,9±0’ 99,9±0’

4+5 46,2+41 498+35’ 592±3,5’ 70,4±2,9’ 861+23’ 93,9±1,6’

TABLA XIII.
Inhibición del crecimiento de Gr. neoformans (1 o~ UFC/ml) tratado con diferentes
concentracionesde ketoconazoly en presenciao no de un 10% de suerohumanocompleto.
Los resultadosse expresancomo la media aritmética de 6 experimentos±la desviación
estándar.* Indicaquela diferenciaen el crecimientode las levadurastratadascomparadascon
sucontrol fue estadisticamentesignificativa. Indica quela diferenciaen el crecimientoparael
casode las levadurastratadasy consuerorespectoalas tratadasperoen ausenciade suero,es
significativa.

Actividad fungicida(%)
48 (lx)KTZ(gg/ml) 12 (h) 24 (h) 36 (h) 60 (h) 72 (h)

1 0 25,8±3,9 83 7 + 1,5 96±0,04 97,4±0,06 98,5 ±0,04

l+S O O O 0 0 16,8±2,3

4 0 64,5±2,3 91,8±0,9 97,7±0,06 98,6±0,1 99,2±0,03

4+S O 0 0 0 223+22 645+27

TABLA XIV.
Actividad fungicida de ketoconazolfrente a Gr neoformans(l0~ IJFC/ml) tratado con
diferentesconcentracionesde fármaco y en presenciao no de un 10% de suero humano
completo. Los resultadosse expresancomo la media aritméticade 6 experimentos±la
desviaciónestándar.
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Inhibición del Crecimiento(%)
12(h) 24 (h> 48(h)

1 53,2+117’ 70,4+82’ 954+3,9’ 99,9’

4 59,2±13,2’ 72,4+ 12 6’ 97 1 + 0,9’ 99,9’

TABLA XV.
Inhibición del crecimiento de Gr. neoformans (10’ UIFC/ml) tratado con diferentes
concentracionesde ketoconazol.Los resultadosse expresancomo la media aritméticade 6
experimentos±la desviaciónestándar.* Indica que la diferenciaen el crecimiento de las
levadurastratadascomparadasconsucontrolfueestadísticamentesignificativa.

ActividadFungicida(%)

KTZ(pg/ml) 6 (h) 12(h) 24 (h» 48 (h)

1 0 0 0 94,8±2,1

4 0 0 12,9+96 979+0,9

TABLA. XVI.
Actividad Fungicida de ketoconazolfrente a Gr. neoformanscon un tamaflo de inóculo de
5x10’ tratadocon diferentesconcentracionesde fármaco.Losresultadosseexpresancomola
mediaaritméticade6 experimentos±la desviaciónestándar.
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FLU(pg/ml)

Inhibición delcrecimiento(%)

12 (h) 24 (h) 36 (Ii) 48 (h) 60 (h) 72 (Ii)

16 27,5+39 999+004’ 99,8±0,04’ 99,9±0’ 999+0’ 999+0’

16+S 10,8±2,7 521+35 731~26r 85,2+31’ 936+13’ 974+21’
32 43,7+36 971+12* 999+0’ 99,9±0’ 999+0’ 99,9±0’

32+S 0 57,3±3,4 885+19’ 879~19r 956+12’ 983+03’

TABLA XVII.
Inhibición del crecimiento de Gr. neoformans (lo

3 UFC/ml) tratado con diferentes
concentracionesdefiuconazoly enpresenciao no de un 10%de suerohumanocompleto.Los
resultadosseexpresancomola mediaaritméticade 6 experimentos±la desviaciónestándar.*
Indica quela diferenciaen el crecimientode las levadurastratadascomparadascon sucontrol
fUe estadisticamentesignificativa. Indicaquela diferenciaen el crecimientoparael casode las
levadurastratadasy con suero respectoa las tratadaspero en ausenciade suero, es
significativa.

FLU (¡ig/ml) 12(h) 24 (h)

Actividad flrngicida(%)
36(h) 48(h) 60 (h) 72 (h)

95 8 + 1.70 0 51±3,1 57,3+26 865+23

16+S O 0 0 0 258+34 63,6±2,7

32 0 0 776+2,8 84,8±1,6 924+08 962+0,6

32+S 0 0 66+1,5 0 487+32 76+25

TABLA XVIII.
Actividad fungicidade fluconazolfrenteaGr neoformans(1o~ UFC/ml) tratadocon diferentes
concentracionesde fármacoy enpresenciao no de un 10%de suerohumanocompleto.Los
resultadosseexpresancomola mediaaritméticade 6 experimentos±la desviaciónestándar.
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FLU (¡sg/mi) 6 (lx)

Inhibición del Crecimiento(%)
24 (h)12(h)

16,9+29

48 (h)

8 0 712+5,1’ 975+2,5’
16 46+67 45,1±3,4 883+3,2’ 99,9’

32 41+72 48,8 ±2,6 936+1,9’ 99,9*

TABLA XIX
Inhibición del crecimiento de Gr. neoformans (10’ UFC/ml) tratado con diferentes
concentracionesde fiuconazol. Los resultadosse expresancomo la media aritméticade 6
experimentos±la desviaciónestándar,* Indica que la diferenciaen el crecimientode las
levadurastratadascomparadasconsucontrolfUe estadisticamentesignificativa.

FLU (¡sg/mi) 6(h)

O

ActividadFungicida(%)
12(h) 24(h) 48 (h)

8 0 0 0

16 0 0 52±9,3 90±2,5

32 0 0 0 0

TABLA XX.
Actividad Fungicidade fiuconazolfrentea Gr. neoformanscon un tamallodeinóculo de 5x10’
tratadocondiferentesconcentracionesde fármaco.Los resultadosseexpresancomo la media
aritméticade6 experimentos±la desviaciónestándar.
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13K (¡sg/mI)

Inhibición del crecimiento(%)

12(h) 24(h) 36 (h) 48 (h) 60(h) 72 (h)
0,125 42,4+42 882+23* 962+1,1’ 99,8+01’ 999+01’ 99,9±0’

0,125+ S 25,8±2,4 33,9±1,6 22,3±3,2 24,1+26 424+42 61 l+32

4 68,3+31’ 99 9+0’ 99,7±0,1’ 99,9+0 3’ 999+ 0’ 99,9±0’

4+S 29,2±2,5 532+3r 62,8±2r 8O+1,9’ 936+1 8’ 97,7±O,7’

TABLA XXI.
Inhibición del crecimiento de Gr neoformans (l0~ UFC/ml) tratado con diferentes
concentracionesde 13K 109,496y en presenciao no de un 10% de suerohumanocompleto.
Los resultadosse expresancomo la media aritmética de 6 experimentos±la desviación
estándar.* Indicaquela diferenciaen el crecimientode las levadurastratadascomparadascon
sucontrol flie estadísticamentesignificativa. Indicaquela diferenciaen el crecimientoparael
casode las levadurastratadasy consuerorespectoa lastratadasperoen ausenciade suero,es
significativa.

Actividad fungicida(%)
36(h) 48(h)13K (pg/ml) 12(h) 24(h) 60 (h) 72(h)

0,125 0 0 0 0 0 39,7±2,3

O,125+S O O O O O O

4 0 129+34 628+3,2 82,6+15 978+04 996+0

4+S O O 0 0 148+37 521+4,1

TABLA XXII.
Actividad fungicida de 13K 109,496 frente a Gr neoformans(1o~ UFC/xnl) tratado con
diferentesconcentracionesde fármaco y en presenciao no de un 10% de suero humano
completo. Los resultadosse expresancomo la media aritmética de 6 experimentos±la
desviaciónestándar.

- 67 -



Tablasu P’iauras

13K (¡sg/mI)

0,125

6 (Ii)

Inhibición del Crecimiento(%)
12(h) 24(h) 48 (h)

108±52 65,3+96’ 424+12’ 992+0,3’
1 25,8±14,1 87,1 + 64’ 98,2±1,2’ 99,9’

4 148+78 94,3 ±4,3’ 991+0,9’ 99,9*

TABLA XXIII.
Inhibición del crecimiento de Gr neoformans (1o~ UFC/ml) tratado con diferentes
concentracionesde 13K 109,496. Los resultadosse expresancomola media aritméticade 6
experimentos±la desviaciónestándar.* Indica que la diferencia en el crecimiento de las
levadurastratadascomparadasconsu controlfue estadísticamentesignificativa.

Actividad

12(h)

Fungicida(%)
24 (h)13K (¡sg/mI) 6(h) 48(h)

0,125 O O 462+4,2

0 18,7±2,2 71,1+86 991+0,7

4 0 64,5±3,9 84,8+84 993+0,3

TABLA. XXIV.
Actividad Fungicidade 13K 109,496 ftente a Gr. neoformanscon un tamañode inóculo de
SxlO’ tratadocondiferentesconcentracionesde fármaco.Los resultadosse expresancomola
mediaaritméticade 6 experimentos±la desviaciónestándar.

- 68 -



Tablas u Fiau ras

AIJKC (IJFC/mI x hora x

AMB

23.470±1.990

185+ 3,4

5-FC

19.290±2.470

23 3 +4 2

KTZ

16.388±1.860

20+53

FLLJ

20.270±2.310

29+45

2,7±1,3

UK 109,496

18.818±1.750

30 4 + 5,1

10,7±2,1

0,125+S 152+4,2 19,4±6,1

2,6±1,1

1+s 7,5+24

2,1 ±0,918+06

53+16 6,6+21

1 7 + 0,2

7,2 ±2,1

4±0,9

6,4+2316+S

32 2,6+11

5,4±0732+ S

64

64+S

100

loo + s

5,5±1,9

6,01 ±1,1

3,2±1,6

3,4±1,2

TABLA XXV.
Valoresdel áreabajo la curva de letalidad (AUKC) paralas diferentesconcentracionesde
antilbngicosen presenciao ausenciade suero, cuando el tamañode inóculo inicial de Gr.
neoformanses de 5xío~ UFC/ml. Los valores del árease obtuvieronpor aproximación
mediantela reglatrapezoidalparaintervalosregulares.

pg/nil

o

o+s

0,125

1

4

4+S

16
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AUKC (UFC/inl x hora x 10~)

AMB 5-FC KTZ

11.322±1.45010.424±1.242 8.971 ±1.160

FUi

7.780±1.310

IJK 109,496

7.822±1.550

9.508±803

608±167

262±89

254±110

198±90

1.335±421

1.037±367

481 ±96

2.061 ±300 350±31

1.167±390

654±109

TABLA XXVI.
Valoresdel áreabajo la curvade letalidad (A13KC) para las diferentesconcentracionesde
antifúngicosen presenciao ausenciade suero,cuando el tamañode ináculo inicial de Gr.
neofonnanses de 5x1 0~ UFC/ml. Los valores del área se obtuvieronpor aproximación
mediantela reglatrapezoidalparaintervalosregulares.

o

0,125

1

4

8

16

154±135

32

121 ±122

64

loo
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CONCENTRACIÓN
(gigImI)

1
PAFE (Hora»

1/2
LOG

SU?B-CMI(Horas)
1

LOG
1/2 ERT

LOG <Horas)LOG

0,125 3±3,2 4,5±5 1,8±1,5 2,2±2 16,5±4

1 2,9±1,5 4+22 1,6+19 15+1,1 13+27

4 6±2,1 425+17 >2 6,75±2.6 24+03

TABLA XXVII.
Valores del efecto postantilWngico (PAYE), de concentracionesSub-CMI y tiempo de
recrecimiento(ERT)de anfotericinaB (1 y4 jxg/ml) frentea Gr. neofonnansCECT 1078. Los
resultadosvienenexpresadoscomo la mediade 6 experimentos±la desviaciónestándar.La
cuantificacióndel PAYE y el efecto SIJB-CMI se realiza considerando1/2 y 1 logaritmo
decimalen el crecimiento.

PAYE (Horas)
1

LOG
1/2

LOG

SUB-CMI(Horaá
1 1/2

LOG
ERT

(Horas~ —LOG

32 53+1,4 34+08 ND 5±0,9 13±4

64 8,3±1,9 65+2 NiD 2,9±1,3 17,5+17

100 >8,5 7+04 ND ND 23±04

TABLA XX VIII.
Valores del efecto postantifúngico (PAYE), de concentracionesSub-CMI y tiempo de
recrecimiento(ERT) de5-fluorocitosina(32 64 y 100 gg/ml) frentea Gr. neoformansCECT
1078. Los resultadosvienenexpresadoscomo la media de 6 experimentos±la desviación
estándar.La cuantificacióndel PAFE y el efecto SUB-CMII serealizaconsiderando1/2 y 1
logaritmodecimalen elcrecimiento.

CONCENTRACIÓN
(sg/mí)

1
LOG

PAFE (Hora»
1/2

LOG

SUB-CMI(Hori4
1 1/2

LOG LQG
ERT

(Horas)

1 2,5±1,3 2,3±0,8 12,5±3,2

4 5,25+27 2,8±1,6 ND ND 16,5+33

TABLA XXIX.
Valores del efecto postantifúngico (PAFE), de concentracionesSub-CMI y tiempo de
recrecimiento(ERT) de ketoconazol(1 y 4 gg/ml) frentea Gr neoformansCECT 1078. Los
resultadosvienenexpresadoscomo la mediade 6 experimentos±la desviaciónestándar.La
cuantificacióndel PAYE y el efecto SUB-CMII se realizaconsiderando1/2 y 1 logaritmo
decimalen el crecimiento.
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PAFE (Horas) SUB-CMI(Horas)
CONCENTRACIÓN

(,ia/mI)
1

LQG
1/2

LOG
1

LOG
1/2

LOG
ERT

~ -

8 -16+0,2 -1+21 0,15±0,5 17+1,5 10,8±6

16 08+0,4 1,5±1,3 0,15±0,4 1,7±1,2 14,4±3,5

32 46+0,2 5+08 >2,5 29+0,8 21,5±3,4

TABLA XXX.
Valores del efecto postantifúngico (PAPE), de concentracionesSub-CMI y tiempo de
recrecimiento(ERT) de fluconazol(8, 16 y 32 gg/ml) frente a Gr. neoformansCECT 1078.
Los resultadosvienenexpresadoscomo la mediade 6 experimentos±la desviaciónestándar.
La cuantificacióndel PAPE y el efectoSUB-CMII se realizaconsiderando1/2 y 1 logaritmo
decimalenel crecimiento.

CONCENTRACIÓN
(pg/mI)

1
LOG

FAFE (Hora»
1/2

LOG

SIJB-CMI<Horas)
1 ½

LOG LOG
ERT

(Horas)

0,125 2±2,3 3,25±1,6 2±0,8 0,25±1,5 7,5±6,2

1 4,25+21 55+12 4,5±2,2 36+1,7 13,8±3,9

4 47+0,7 565+08 4,5+18 3,25±2,1 14,2±5

TABLA XXXI.
Valores del efecto postantifúngico (PAYE), de concentracionesSub-CMI y tiempo de
recrecimiento(ERT) de 13K 109,496(0,125 y 1 gg/mI) frentea Gr. neoformansCECT 1078.
Los resultadosvienenexpresadoscomo la mediade 6 experimentos±la desviaciónestándar.
La cuantificacióndel PAFE y el efecto STJB-CMI serealiza considerando1/2 y 1 logaritmo
decimalenel crecimiento.
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PAYE (Horas)
ptg/ml AMB 5-FC KTZ FLU UK 109,496
0,125 -1±0,9 - - - -04+02
1 -125+0,7 - -0,5+04 - -0,25±0,15
4 -2±1,1 - 1+03 - O
8 - -13+0,8 -
16 - - - 14+0,6 -
32 - -0,5±0,3 - -1±0,7 -
64 - 1+05 - -
100 - 325+12 - -

TABLA XXXII.
Efectopostantifúngicomostradotras la exposicióndurante2 horasde Cr. neofonnansCECI?
1078 a varias concentracionesde los antiffingicos anfotericina B, 5-fluorocitosina,
ketoconazol,fluconazoly 13K 109,496.Los resultadosseexpresancomo la media aritmética
de 6 experimentos±la desviaciónestándar.

PAYE (Horas)

pg/mI AMB 5-FC KTZ FLIJ 13K 109,496
0,125 13+2,1 - - - 14+07

1 1±0,6 - 4,25±1,4 - 3+13

4 225+1,4 - 7,8±2,1 - 3,1±2,9

8 - 07+0,4 -
16 - - 2±1
32 - 4±2,3 - 2,4±1,5 -

64 - 8±1,2 - -
loo - 8,5 - -

TABLA XXXIII.
EfectopostantiflXngicomostradotrasla exposicióndurante12 horasdeun aisladocucode
Gr. neofonnansavariasconcentracionesdelos antifúngicosanfotericinaB, 5-fluorocitosina,
ketoconazol,fluconazoly UK 109,496.Los resultadosse expresancomo la mediaaritmética
de 6 experimentos±la desviaciónestándar.
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% Inhibición del crecimiento
Horas S~, Sn PBS10 PBS,0

6 9±1,7 18+32 15±2,5 36±8,8 0 0

24 70±5,9 76±4 56±11 58±4,6 0 0

48 89,7±4,6 92±2,6 87±3,5 92,5±6,4 0 0

TABLA XXXIV.
Inhibición del crecimientode Giyptococcusneoformansa lo largo del tiempo cultivado en
presenciade diferentesfactoresa diferentesconcentraciones.Sto: sueroal 10%, Sso: sueroal
50%, T10: Suerotermoinactivadoal 10%, T,0: Suerotermoinactivadoal 50%, PBS10: 10%de
soluciónsalinatamponadapresente,PBSso:50%desoluciónsalinatamponadapresente.

Control Sm 550 T10 T,0 PBS10 PBS,0

pH 5,3 ±0,4 6,75 ±0,1 7,25 ±0,1 6,75±0,5 7,2 ±0,2 5±0,5 5,3 ±0,5

TABLA XXXV.
ValoresdepHobtenidostras la incubacióndurante48 horasde Gryptococcusneofonnansen
presenciade diferentesfactoresa diferentesconcentraciones.Sio: sueroal 10%, Sso: sueroal
50%, T¡o: Suerotermoinactivadoal 10%,T,o: Suerotermomactivadoal 50%, PBS¡o: 10% de
soluciónsalinatamponadapresente,PBSso:50% de soluciónsalina tamponadapresente.Los
resultadosse expresancomola mediaaritméticade 6 experimentos±la desviaciónestándar.
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FIGURA 2.
Efecto de diferentes concentracionesde anfotericina B sobre el crecimiento de Gr.
neoformansCECT 1078,’anibaparatamañosde inóculo de 1-5 x íO~ UFC/nM, (en ¡sg/mI:
0,06 (+); 0,125(*): 0,25 (E); 0,5 (X); 1 ( •); 2 (A ); 4 (+); 8 (e); 16 (Y); 32 (+)), y abajo
parainóculo de 1-5 x 1 ~S UFC/ml (engg/ml: 0,25 (+); 0,5 (*); 1 (U); 2 (X); 4 (•); 8 (A); 16
(+); 32 (e)).
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FIGURA 3.
Efecto de diferentes concentracionesde 5-fluorocitosina sobre el crecimiento de Gr.
neoformans CECT 1078, arribaparatamañode inóculo de 1-5 x ío3 UFC/ml (en gg/ml: 1
(+); 2 (*): 4~~); 8 (X); 16 ( •); 32(Á); 64(t); 128 (.)) y abajoparainóculo de 1-5 x i05
13FC/ml(engg/ml: 8 (+); 16 (*): 32(I); 64(X); 128 ( •); 256(Á);512(t)).
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FIGURA 4.
Efecto dediferentesconcentracionesdeketoconazolsobreel crecimientode Gr. neoforman.s
CECT 1078, arribaparatamañosde inóculo de 1-5 x í03 UFC/ml, (en gg/ml: 0,06 (+); 0,125
(*): 0,25 (U); 0,5 (X); 1 (•); 2 (A); 4(t); 8 (e); 16(V); 32 (+)), y abajoparainóculo de 1-
5 x ío~ UFC/nil (en gg/mi: 0,25 (+); 0,5 (*); 1(3); 2 (X); 4 (•); 8 (A); 16(t); 32 (.)).
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FIGURA 5.
Efecto de diferentesconcentracionesde fluconazolsobreel crecimientode Gr. neoformans
CECT 1078, arribaparatamañosde inóculo de 1-5 x i03 UFC/mI, (en gg/ml: 0,125 (+); 0,25
(*): 0,5 (U); 1 (X); 2 ( •); 4 (A ); 8 (t); 16 (e); 32 (Y); 64 (49; 128 (*)), y abajopara
inóculo de 1-5 x lo5 UFC/ml (en ¡sg/mI: 0,5 (+); 1 (*); 2 (U); 4(X); 8 (•); 16 (A); 32 (t);
64 (e)).
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FIGURA 6.
Efectode diferentesconcentracionesdeUK 109,496sobreel crecimientode Gr. neofonnans
CECT 1078, para tamaños de inóculo de 1-5 x ío3 UFC/ml (arriba) y 1-5 x í05 UFC/ml
(abajo).Concentracionesde 131K 109,496 expresadasen jig/ml como: 0,015 (+); 0,03 (*):
0,06 (U); 0,1259<); 0,25 (•); 0,5 (A); 1 (.3.); 2(e); 4(7).
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Inhibición va control (%)

Inhibición ve Control (%>

FIGURA 7.
Porcentajesde la inhibición del crecimientobasadosen las lecturasespectrofotométricasde
los cultivos de Gr neoformansCECT 1078 ajustadoa 1-5 x ío~ UFC/ml frente a varias
concentracionesseriadasde antiflingicos.
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FIGURA 8.
Porcentajesde la inhibición del crecimientobasadosen las lecturasespectrofotométricasde
los cultivos de Gr. neoformansCECT 1078 ajustadoa 1-5 x í o~ UFC/ml frente a varias
concentracionesseriadasde antiflingicos.
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FIGURA 9.
Cinética de muerte de Gr., neoformans CECT 1078 inducida por anfotericina B a
concentracionesde0,125 gg/ml y (1-) 4 gg/ml (*), enpresencia(Ifneadiscontinua)o ausencia
(líneacontinua)de 10% de suerohumanoy con un inóculo de 1 0~ UFC/ml asf como 0,125
gg/ml (+) 1 gg/ml QE) y 4 jig/ml (E]) paraun inóculo de ío~ UFC/ml. Los cultivos control
libres dequimioterápicoserepresentancomo: (e) en presencia(líneadiscontinua)o ausencia
(líneacontinua)de 10 % desuero.
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FIGURA 10.
Cinética de muerte de Gr. neoformans CECT 1078 inducida por 5-fluorocitosina a
concentracionesde 64 gg/mI (+) y 100 gg/ml (*), enpresencia(líneadiscontinua)o ausencia
(líneacontinua)de 10%desuerohumanoy conun inóculo de í o3 UFC/ml asícomo 32 gg/ml
(+), 64 gg/ml (*) y 100 gg/nul(E]) paraun inóculo de í05 UFC/ml. Los cultivos controllibres
de quinuioterápicoserepresentancomo: (e) en presencia(línea discontinua)o ausencia(línea
continua)de 10 % desuero.
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FIGURA 11.
Cinética de muerte de Gr. neofonnans CECT 1078 inducida por ketoconazol a
concentracionesde 1 jg/ml (+) y 4 i.iWmJ (*), en presencia(línea discontinua)o ausencia
(líneacontinua)de 10%de suerohumanoy conun inóculo de ío~ UFC/ml asícomo 1 j.ig/ml
(+) y 4 ~±g/ml(*) para un inóculo de lo5 UFC/mI. Los cultivos control libres de
quimioterápicoserepresentancomo: (e) en presencia(línea discontinua)o ausencia(línea
continua)de 10 % desuero.
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FIGURA 12.
Cinéticade muertede Gr neoformansCECT 1078 inducidapor fluconazola concentraciones
de 16 gg/ml (+) y 32 gg/ml (*), en presencia(lineadiscontinua)o ausencia(línea continua)
de 10% de suerohumanoy con un inóculo de í03 UFC/nil así como 8 jxg/ml (+), 16 ¡xg/ntl
(*) y 32 gg/ml (E]) para un inóculo de í05 UFC/mI. Los cultivos control libres de
quimioterápicose representancomo: (e) en presencia(línea discontinua)o ausencia(línea
continua)de10 % de suero.
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FIGURA 13.
Cinética de muerte de Gr. neoformans CECT 1078 inducida por 13K 109,496 a
concentraciones de 0,125 gg/ml (+) y 4 gg/ml (*), en presencia (línea discontinua) o
ausencia(líneacontinua)de 10%de suerohumanoy conun inóculo de 1 O~ UFC/ml asícomo
0,125 gg/nul (+), 1 gg/mi (*) y 4 gg/ml (E]) paraun inóculo de í05 UFC/ml. Los cultivos
control libresde quimioterápicose representancomo: (e) en presencia(línea discontinua)o
ausencia(líneacontinua)de 10 % de suero.
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FIGURA 14.
Efecto postantiffingico ‘(línea continua) y de concentracionessubinhibitorias (línea
discontinua) de anfotericina B frente a Gr. neofonnansCECT 1078 tras 12 horas de
exposiciónal fármaco.Las concentracionesempleadasfueron: Control (e), 1 j±g/ml(+) y 4
gg/ml (*).
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FIGURA 15.
Efecto Postantifúngico (línea continua) y de concentracionessubinhibitorias (línea
discontinua)de 5-fluorocitosina frente a Gr. neoformansCECT 1078 tras 12 horas de
exposiciónal fármaco.Las concentracionesempleadasfueron: Control(e), 32 gg/ml (+), 64
gg/nil (*) y 1(K) gg/ml (E]).
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FIGURA 16.
Efecto postantifúngico (línea continua) y de concentracionessubinhibitorias (línea
discontinua)deketoconazolfrentea Gr. neoforrnansCECT 1078tras 12 horasde exposición
al fármaco.Lasconcentracionesempleadasfueron: Control(e), 1 gg/ml (+) y 4 ±g/ml(*).
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FIGURA 17.
Efecto postantifúngico (línea continua) y de concentracionessubinhibitorias (línea
discontinua)de fluconazolfrentea Gr. neoformansCECT 1078tras12horasde exposiciónal
fármaco.Lasconcentracionesempleadasfueron: Control (e), 8 gg/ml (+), 16 gg/ml (*) y 32
gg/ml (13).
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FIGURA 18.
Efecto postantifúngico (línea continua) y de concentracionessubinhibitorias (línea
discontinua)deUK 109,496frente a Gr. neoformansCECT 1078tras 12 horasde exposición
al fármaco.Lasconcentracionesempleadasfueron:Control (e), 1 gg/ml (+) y 4 ±g/ml(*).1
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FIGURA 19.
Influencia del suero humano normal (+), suero termoinactivado (*) y PBS (E]) en
proporcionesdel 10% (arriba)y 50% (abajo)sobreel crecimientode Gr. neoformnansCECT
1078. Control(e).
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FIGURA 20.
EfectopostantifúngicodeUK 109,496frentea Gr. neoformansCECT 1078tras 12 horasde
exposiciónal fármaco y en presenciade un 10% de suerohumano.Las concentraciones
empleadasfrieron: Control (e), 0,125 pg/ml (+) 1 ~íg/mI(*) y .4 pg/ml (E]).
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Discusión

Unade lasventajasde los agentesantiinfecciososftenteal restode los fármacosesque

su diana, el microorganismo,puedeser aisladodel foco de infección y ser estudiadoen el

laboratorio.De estemodo,podemosaveriguarla sensibilidaddel patógenoa un fármacopor

medio de las pruebasde sensibilidad.Así, tambiénes posible comprobarqué concentraciones

inducenun dañosuficienteal microorganismocomopara inhibir (CMI) o erradicar(CMB) su

crecimiento(19).

Otra posibilidad que permite el trabajar con microorganismos,es que se puede

determinarcuálessoncapacesde resistir la accióndel fármacoy convertirse,por tanto, en un

patógeno“peligroso” o al menoscomplicadoqueerradicar.

Sin embargo,estainformaciónes insuficientesi queremosconocercuál esla actividad

del fármacoduranteel procesode infección. Para ello, podemosemplear los parámetros

farmacodinéinicos,que nos proporcionanuna base racional para la determinaciónde los

regímenesdedosificación,en cuantoatamañodedosise intervalode dosificación(18,245).

En farmacodinaniiahemosde considerarla concentraciónde antibiótico,tantoen suero

¡ como en el lugar de infección, obtenidatrassu administración,para podercompararlaconla

presencia de masa microbiana en el foco infeccioso; así se estableceuna relación

dosis/actividada lo largodel tiempo(3).

En este caso, es muy importanteteneren cuentala farmacocinéticadel compuesto
antimicrobianopuestoque las concentracionesde fármacono sonconstantesa lo largo delu tiempo. De estamanera,podremosdividir la farmacodinamiadel antimicrobianoen 4 etapas

(2):u
1. Tiempo en el que el fármacoseencuentraaconcentracionessuperioresala CMB.
2. Tiempo en el que el fármacoseencuentraa concentracionesinferiores a la CMB,

perosuperioresala CMI.

3. Efecto persistentedel antimicrobianocon concentracionesinferiores a la CMI

(PAE).

4. Recrecimientode la poblaciónmicrobiana.

En la presente discusión veremos, para todos los antifúngicos, la actividad

microbiológica por medio de los tests de sensibilidad antifúngica, y posteriormente,los

procesos farmacodinámicosque puedenexplicar el comportamientode los compuestos

antifungicos iii vítro. No obstante,para poder entendertodos estos pasos,primeramente

discutiremosla metodologíaempleada,ya queen el caso de los antifúngicosno seencuentra

del todoestandarizada.
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METODOLOGIA EN EL ESTUDIODE LA ACTIVIDAD Y

FARMACODINAMIA ANTIFUNGICA

Laspruebasde sensibilidaden antifúngicospresentanmuchosaspectosde controversia

y dificultad a la hora de interpretary emitir los resultados.Es estarazón suficienteparaque

dichaspruebasse realicenconmétodoslo másestandarizadosposibles(24,25,115).Pero,aún

así,no siemprese puedealcanzarun criterio único por medio del cual los resultadossean

homogéneosinterlaboratorio,problemaque existedesdequese comenzarona realizarestos

ensayoscon los hongos.(115,124,132,205,246-248).

Son numerososlos factoresquepuedeninfluir en el estudio de la sensibilidadde los

microorganismosa un fármaco (pH, atmósfera,composicióndel medio, temperatura,tiempo

de incubación,estabilidaddel antimicrobiano,inóculo, etc.) y, por tanto, muchaslas posibles

víasde desviaciónde un resultadoestándar.En nuestroestudio las pruebasde sensibilidadse

realizaronajustándonosen la medidade lo posiblea las normasdictadaspor la NCCLS, a no

serquealgunavariablede experimentaciónrequiriesealgunamodificación,por ajustecon otro

parámetrofarmacodinámico,o por aproximaciónacondicionesfisiológicashumanas.

Como hemosvisto, los inóculos empleadosfrieron dos; uno elevadode 1-5 x JO~

UFC/ml y otro de menornúmerode microorganismos1-5 x io~ UFCIml, siemprepreparados

por métodosde ajusteespectrofotométrico(a 530 nm de longitudde onda)comorecomiendan

estudiosmulticéntricosde estandarizaciónpreviamenterealizados(133). La NCCLS (24,25)

específicaqueel númerode célulasincluidasen el inóculo inicial de las pruebasde sensibilidad,

han de ser lo másbajasposibles,sobretodo en aquelloscasosen los quela determinacióndel

valorde inhibición serealizaespectrofotométricamente.Los valoresseflaladospor estecomité

actualmentehande incluirse entre0,5 x 1 ~3 UFC/ml y 2,5 x 1 o~ UFC/ml paratécnicasde

macrodiluciánen medioliquido (24,118). Si se empleael inóculo de 1 o~ UFC/ml, el punto de

corteo inhibición sepuedeencontrarconmásfacilidad (249),por esoespor lo quelas pruebas

delaboratorioclínico lo recomiendan.Sin embargo,no todos los microorganismoscrecenbien

bajo estascondiciones.En estecaso seencuentraincluido Cr neofonnans, cuyo crecimiento

es demasiadolento, y la reducción de inóculo no mejora la rapidez en la lectura. Como

sugerenciaprocedentede algunosautores,en el documentoM27-T de la NCCLS de 1995

(25), ya se ha introducidocomo modificaciónal anteriordocumentoM27-P de 1992 (24) la

posibilidad de aumentar el inóculo de partida en las pruebas de sensibilidad con
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Cr.neoformans.Esta modificaciónimplica que al no podereliminar la totalidad de la masa

microbiana(o al menosel 90%) por ser demasiadoelevada,se ha de referir la CMI como el

valor de inhibición del 50%(IC,0). Además,en los experimentosrealizadosen un laboratorio

de investigacióndemicrobiología,se suelenutilizar tamañosde máculamayores(27). Estose

explica asumiendola necesidadde unamasamicrobiana(ti~ngica en este caso)elevada,que

puedasobreviviren partea lo largodel procesode actividaddel fármaco,permitiendoestudiar

así el desarrollofarmacodináxnica.Es por estopor lo que en nuestrotrabajohemosincluido

tambiénlos dos tamañosde inóculo. Considerandoque las curvasde letalidadpuedaninducir

un descensoen la viabilidad importante en los microorganismos,o que la eliminación del

antimicrobianoen la pruebadel PIAFE requiereun lavadodel antimicrobianopor dilución del

volumen, que oscila de 10 a 1000 vecessegún el estudio (11,71,250),hace necesariola

utilizaciónde estostamañosde ináculo. Tambiénesimportanteen las pruebasde sensibilidad,

el estudiodel comportamientode diferentestamañospoblacionalesfrente a los fármacosya

quepuedenmostrarnosla existenciadeun efectoinóculo. Así por ejemplo,en el casoconcreto

delos antiffingicosque no presentanunaactividadtotalmentefUngicida a concentracionespor

encimade la CMI y tamañode inóculo bajo, es muy probableque su CMI se veaaumentada

frentea un tamañode inóculo alto dondelos microorganismossereproducenmásrápidamente

(41).

El medio de cultivo esotro punto de interésa la hora de considerarla sensibilidadde

los antifYrngicosy de los antimicrobianosen general.Unmediode cultivo paraestaspruebasno

debeincluir ningún componenteque potencieo inhiba la actuacióndel antifúngico,así como

queinterfieraen el desarrollonormaldel microorganismo(20).El númerodemediosexistentes

para el cultivo de hongos es muy elevado,y son coincidentessiempre en la riqueza que

presentanen su composición. La tendenciaactual es de utilizar medios de composición

conocidaque en ocasionessonempleadosen cultivos celulares,comoel casodel RPMI o el

HR (High Resolution Medium), los cuales posibilitan una excelente reproductibilidad y

consistenciaen los resultados.Sin embargo,el medioRPMI 1640(quees el recomendadopor

la NCCLS para las determinacionesclínicas), no favorece el desarrollo adecuado de

determinadoshongos,comoesel casode Cr neoformans(132). Por el contrariootrosmedios

comoel bYNB-G permitenque estalevadurase reproduzcamásrápidamente,aunquecomo

contraposiciónpuedeelevaren determinadasocasioneslos valoresde inhibición (251).

Cuando la determinación del valor de inhibición del antimicrobiano se realiza

visualmente,la claridad del medio es muy importante.Un problemaañadidoen esteaspecto
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con anfotericinaB es la interferenciadel antifúngico con la lecturaespectrofotométrica.La

densidadcolorimétrica que el fármaco induce en el medio a altas concentracionespuede

aumentarel valor de inhibición verdadero,introduciendoun error en la lectura. Por este

motivo, ademásde la acotaciónde valores de resistencia,la NCCLS fija de antemanounos

intervalosen las pruebasde sensibilidad,en las cualesla lecturaespectrofotoniétricaseavisible

(25).

Tantola temperaturacomola acidezdel mediosonpuntosde discrepanciaa la horade

elegir las condicionesóptimasde cultivo paraun microorganismo.Normalmentelas levaduras

se desarrollanmejor en un medio a pH ligeramenteácido (252), lo quepodría acelerar la

determinacióndel punto decortedel antifúngico. Sin embargo,la mayorfa de los antibióticos

sonmásestablesa pH cercanoal fisiológico (pH 7 a 7,4) aunqueexistenalgunasexcepciones

(bifonazolpH 6; fluconazoly ciloflmgina pH 8) (118).

Paraqueel equilibrio ácidobásicodel cultivo semantengahomogéneoa lo largo de la

prueba de sensibilidad, ha de emplearseun tampón salino, que en general no influye

directamenteen la actividadantifúngica(136). Paranuestroestudio,el pH de los cultivos fUe

siempreajustadoa 7,2, lo que permitió que el antifúngico actuaseóptimamenteaunqueel

hongo no crecieraa la mayor velocidadque puedadesarrollar.Por ello, las lecturasde los

cultivos se tuvieron que realizar a las 48 y 72 horas de experimento(según el inóculo

empleado).El tampónelegido fine el fosfato (descritasu composición en el anexoII), puesto

que, como hemosvisto, la presenciade bicarbonatoen el cultivo de crecimientode Cr.

neoformansinfluye directay significativamenteen el crecimientode dicha levadura, lo que

implica a suvezmodificaciónen el tiempode lecturay resultadodeltest.

La temperaturaidóneapara los cultivos de levadurasseestableceentre350C y 370C, sí

bienhaymayorequivalenciaentrelos resultadosinterlaboratoriocon350C(24). El casodeCr

neoformanses algo especialpuesalgunos autoresafirman que con 28-300C es cuando el

hongo se desarrollamejor (253,254). Otros autoresen cambio aseguranque 350C es la

temperaturaóptima a la que puedecrecerla levadura,si bien debeprolongarseel tiempo de

incubación.Paranuestro estudio,empleamosla temperaturaconstantede 370C, ya que las

diferenciasen el crecimientono eranespecialmentesignificativas,y así seconsiderade manera

másfidedignaun parámetroimportanteen la infección,la temperaturacorpórea.

El tiempo de incubaciónse define comoel mínimonecesarioparaquese manifiesteel

efecto del antifúngico,tratandode evitar así datos quenos induzcana la interpretaciónde

falsasresistenciasal fármaco,ya que extenderel periodo de incubación eleva o reducelos
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valoresde la CMI de algunosantifúngicos(130). Esteparámetroestáclaramenteinfluido por

el tamañode inóculo, necesitandointervalosde tiempode lecturamayorescuantomásgrande

seala cantidadde microorganismospresentesen el cultivo al inicio de la prueba.Así nosotros

empleamostiemposde lecturade 24 y 48 horascuandoel inóculofue de ío~UFC/ml y de 48 y

72 horascuandoel inóculo fine de 1 o~ UFC/ml siendolos de referenciaparanosotroslos más

tardíos.

Todoslos cultivos semantuvieronsiempreen agitaciónorbital de 150 rpm paraevitar

la sedimentacióndel hongo. CuandoCr. neoformansse incuba en condicionesestáticas,las

levadurasse depositanen el fondo del cultivo formandouna capa celular que modifica la

actividad del antifúngico, ya que éste no alcanzade igual maneraa todas las células. El

contactoinsuficientedel antifúngicocon las levadurasesuno de los puntosa teneren cuenta,

ya que influye directamenteen la resoluciónde unaCMI. Se ha descritoya que en muchos

casoscuandolas células se acumulan(sobre todo en los meniscosdel tubo), la CMI varia

(33,37). Esta esentreotrasunade las razonespor las que se decidió uti]izar el método de

macrodiluciónfrentea la microdilución.

La lecturade los resultadoses quizáunode los puntosmásdiscutidosen lo relativo a

pruebasde sensibilidadcon hongos.Sonvarios los métodosdefinidos para la determinación

del valor de inhibición. Nosotroshemosempleadoel de la lecturaespectrofotométricade los

diferentesporcentajesde inhibición (25%, 50% y 90%). Estemétodoseha consideradocomo

un valor poco susceptiblea factorescomola temperaturatiempo de incubación,agitacióny

técnicaempleada,ademásde que presentabuenacorrelaciónconmodelos experimentalesen

animales(255).

Al hablar de coeficiente terapéuticosiempre hemosreseñado4 como referencia;sin

embargo,no podemosfijar este valor como estándar,ya quepor definición este parámetro

dependede la eficaciaterapéuticay, por tanto,estaráinfluido por parámetrosfarmacocinéticos

presentesen modelos experimentalesque no poseemos. Sin embargo, y a modo de

información, es interesanteel utilizar este parámetrocon los valoresespecificadospor Neu

(30) parabacterias.

U
U
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ACTIVIDAD DE LOS AGENTES ANTIFÚNGICOS FRENTE A

Cr. neoformans.PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Por definición de CMI podemosaveriguar cuál es la concentraciónque inhibe el

crecimientode los microorganismosen un medio de cultivo, pudiendoaplicarinmediatamente

esteconceptoa un antifúngico. El problemaquesurgeen estepasoesla escasezde métodos

estandarizados,asociadosa la complejidadde la determinaciónde los valores inhibitorioscon

dichoscompuestos.Sin embargo,el fármacoquepresentaunahomogeneidadmásclaraen los

resultadosinterlaboratorioen pruebasde sensibilidadantiflingica es anfotericinaIB. Una vez

elegidala técnicay medios,los resultadosparaestefármacoson másestablesqueparaotros

antifiingicos (115). Han de vigilarseespecialmentelas variacionesde pH y exposicióna la luz,

que puedenalterar la actividad del fármaco (256,257). Sin embargo, la lectura de los

resultados,que es uno de los puntos controvertidos en las pruebas de sensibilidad a

antiflingicos, sueleser claray sedeterminavisualmente(sin necesidadde lectoresópticos).En

general,seconsideraque unaconcentraciónde anfotericinaB es inhibitoria cuandoel cultivo

sepresentaópticamenteclaro(o transparente)en comparaciónconun control de crecimiento

libre de antiffingico. En estepunto hemosde teneren cuentaun factor importante,que es el

tamañode inóculo (132,248).

En nuestroestudio, la transparenciade los cultivos solamenteha podido obtenerse

cuandoel inóculo de partidautilizado erade LO3UFC/ml. La inhibición total del crecimiento

expresadacomotransparenciadel cultivo, coincidecon la IC~ de los antifungicos,es decir,

convaloresde inhibición del 90%de la población.Estosvaloressólose encuentrandentrode

los límitesdeterminadospor la NCCLS(0,0313-16)en el casode lO3IJFC/nil. Si consideramos

el inóculo inicial elevado(1O5UFC/ml),los valoresde IC~ son superioresa 16 gg/ml. Estos

resultadosno nos sorprenden,ya que están dentro de la línea de los obtenidospor otros

autores.Así, Turnidge el. aL 1994 (64), bajo las mismas condicionesde cultivo (medio,

temperatura,pH) y un inóculo de 10’UFC/ml, obtuvieronvaloresde CMI muy eleyados(25

~ig/mlpara anfotericinaB). La única diferenciacon nuestrosexperimentosfue la forma de

determinar el punto de corte, que fine visual, mientras que nosotros lo realizamos

espectrofotométricaniente,aunquea priori, estono debesuponermuchadiscrepanciapuesto

queanfotericinaB es de los fármacosantifúngicosqueproduceun cortede crecimientoclaro.
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Estos valores tan elevadospresentanun gran inconveniente, ya que se hallan

claramentesobrelos límites de toxicidad (149). Así, haciendouso del conceptodel cociente

inhibitorio (30),obtenemosunosvaloresde IQ de 0,16 y <0,25 parael estudiode Turnidgey

nuestrorespectivamente.Teniendoen cuentaque los valoresde IQ que hemosconsiderado

son los que superan4, éstosse encuentranlejosde serunosdatosde utilidad a la horade ser

empleadoscomopredictoresde la eficaciadel fármaco.

Se ha de acudir a valoresde 1<225 paraque las concentracionesde anfotericinaB se

vean dentro de los límites de toxicidad, siendo referidos éstoscomo 2-4 pg/ml (39 y 59

naranja).

Al utilizar las concentracionesinhibitorias del 50 y 25% de la población fUngica, ya

operamoscon valoresinhibitorios dentro de los límites de referenciade la NCCLS, aunque

continúansiendotóxicosparala administraciónen humanosen el casode la IC 50%(16 ~.¡g/ml

de IQ = 0,25). Parala 1<225, tanto alas 24 comoa las 48 horas,el valor inhibitorio fine de 1

pglml, lo que ya está dentro del intervalo de no toxicidad del fánnaco;estogarantizaun

acercamientoal éxito terapéutico(IQ superiora 4). Otros autorescomo Demoumi eL al.

(258), trabajandocon Cr. neoformansa tamañode inóculo de 105LJFC/mly considerandola

inhibición parcialdel 30% (1<230)obtuvieronun valor paraanfotericinaB de 0,5 ~ig/ml,la cual

seencuentraenunaclaralinealidad connuestrosresultados.Cuandonosfijamosen los valores

de la cepade Cr. neoformansprocedentede unamuestraclínica, ya sí que es clara la baja

sensibilidadde este microorganismoa anfotericinaB. Un valor de I%o a inóculo bajo y en

presenciade 1 ng/ml de antifúngico generaun IQ de 4 pg/ml, que estáen el límite de la

eficacia terapéutica,aunquepróximo aún al margende toxicidad estandarizado(tolerancia

relativahasta4 pg/ml)

La mayoríade los estudiosen los últimos añoshan optadopor el tamañode inóculo

más reducidoparala determinaciónde sensibilidad(136,259).Nuestrosresultadosestánen

relaciónconlos encontradosenla literatura,aunquelos métodosno siemprecoincidan.

Tanto es así,quecomoya mencionamospreviamente,la CMI parala mayoría de las

levaduras,actualmenteestádefinida paraestetamañode inóculo, ya que la reproductibilidad

de los resultadoses mayor. Sin embargo,los valoresno son los mismosqueparaiO5UFCirnl,

sino inferiores.Estosepuededescribircomoun efectoinóculo de anfotericinaB. Si al reducir

el inóculo obtenemosvaloresde inhibición menores,habremosaumentadola eficacia, lo cual

no esunaventa]a en términosterapéuticos,puesde lo quesetrata es de aumentarla eficacia

sin reducirel inóculo (32). Por tanto, el hechode que 1 O3UFC/ml seaun inóculo estándares
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exclusivamenteun mecanismoo herramientade trabajo paradeterminarcuál es el punto de

sensibilidadpara una levadura, pero no nos va a aportar ninguna información relevante

respectoala eficaciaterapéuticadel fármaco.Es, por tanto,necesarioaumentarla infonnación

quesuministranlas pruebasde sensibilidadconotrosestudiosfarmacológicosmásexhaustivos.

Los valores de inhibición del 90% fUeron diferentes dependiendodel tiempo de

medición. Segúnalgunosautores(135)la CMI tiendea aumentarconel tiempode incubación.

Pfallerel. al. (260) afirmanqueel crecimientoóptimo delas levadurassealcanzatras24 horas

en cultivo y en ese momento la inhibición existente refleja el grado de sensibilidad del

microorganismoal fármaco.Nosotros hemosencontradoun descensoen la actividad de

anfotericinaIB frente aCr. neoformans apartir de las muestrasobtenidasen las horas48 y 72.

Debido a la fisiología del microorganismo(con tiempos de generaciónmuy largos),resulta

imposibleconsiderarlos resultadosde las horas24 6 48 como óptimospara la obtencióndel

valor de inhibición aunqueestostiempos se aproximanmása los intervalos de dosificación

reales del fármaco.En el caso de Cr neoformans se necesitaun periodo de exposiciónal

fármacode al menos72 horasparaqueel resultadoseafiable (referidosiempreclaroestá,aun

inóculo bajocomoel recomendadopor IaNCCLS).

En el caso de 5-fluorocitosinay al igual que los demásantifúngicos,la determinación

del puntodecorte(o inhibitorio) es dificil de determinar.ParaanfotericinaB, hemosvisto que

éste se puededefinir como la concentracióna partir de la cual los cultivos aparecencomo

ópticamenteclaros.Para5-fluorocitosina(y azoles),sin embargo,seconsideracomovalor de

CMI aquel que inhibaun 80%del crecimiento(25,116).Paranuestroestudio,seconsideróla

ICso = ICn, puescoincidieronambasen valorde inhibición paralas2 cepasde Cr. neoformans

empleadas.El modificar el tamañode inóculo hizo que los valoresinhibitoriosvariasen.Con

1O5UFC/ml, las dos cepasmostraronvaloresmuy altos (consideradossiempredentro de los

límitesde laNCCLS),y bajaroncuandoseempleóiO3UFC/ml, aunquede forma másclara en

el caso del aislado clínico. Considerandolos valoresde inhibición a las 72 horas, y í03

UFC/ml, la cepaestandarmostróunasensibilidadreducidaa 5-fluorocitosina,mientrasque el

aisladoclínicofue bastantemássensible.

En general,sepuedeconsiderarcomoresistenteunacepaquepresenteunaCMI de 64

gg/ml o superiorpara5-fluorocitosina(162,182).De hecho,la NCCLS(en susdocumentos

M-27 P y T) indicaquedosCepascontrol debenemplearseunasensibleconCMI 2-8 14/mI, y

otra resistentecon CMI igual o superiora 64 pg/mi. Estasdiferenciasen la inhibición son
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frecuentesen la bibliografia. Así, Shadomyeta!. (167,182,261),pionerosen los estudioscon

5-fluorocitosina,vieron que podíanencontrarcepasconvaloresde sensibilidadmuy dispares.

En general,estosvaloreseranaltos, puestoqueempleabainóculos de 10’UFC/ml, pero en

ocasionespodían encontrarsecon valores próximos a 4 gg/ml en la mayoría de las cepas

estudiadas.En trabajosya más recientes,vemosque la CMI continúaestableciéndoseentre

márgenesmuy concretos(0,25-8pg/m]) en cepasde origenclínico (259).

Aparentemente,la causade los valoresde sensibilidadtan altos de 5-fluorocitosina

puedendebersea la facilidad para generarmutacionesen las enzimas del hongo en los

procesosde tratamiento.La principal mutaciónposiblementese origina a nivel de citosin

desaniinasa,quees la encargadade convertirla 5-fluorocitosinaen 5-fluoruracilo,el cual a su

vez es el agentedirecto del efecto antifúngico por interferir en la síntesis de RNA al

incorporarseen estacadena(262,263). Otros enzimasno vitales parala supervivenciadel

hongo y que puedenmutar son la citosín permeasa,que permite la entrada de la 5-

fluorocitosina en el hongo y la uridin monofosfatopirofosforilasa, que convierte a la 5-

fluorocitosinaen 5-fluorodesoxiuridinmonofosfato,inhibidor directodel timidilato sintetasa,y,

por tanto, dela síntesisdeDNA (177).

Otro sistemaquepodríaestarrelacionadocon la apariciónde resistenciaes la mayor

producción de bases pirimidíicas por el hongo, lo que reducida la actividad de la 5-

fluotocitosina(263).

Sehandefinido 2 tipos de resistenciaa 5-fluorocitosina:en unade ellas los hongosson

siempreresistentesa altasconcentracionesdel antitúngicoy otras que, en un primer contacto

son sensiblesa bajas concentracionesdel fármaco pero tras el tratamiento la resistencia

incrementa(264). Estetipo de resistenciaprogresivacon el tratamientoya fUe descritapor

Shadomy(181) quiénobservó que cepasaisladasde pacientesantesdel tratamientocon 5-

fluorocitosinateníanunaCMI de 4~xg/ml, y tras el tratamientolos valoressuperabanlos 1000

¡4/ml. Nuestro caso a priori podría inducir a pensarque la cepa estándarpresentauna

resistenciadel primer tipo que hemosdescrito.Teniendoen cuentala recomendaciónde que

las concentracionesde 5-fluorocitosinano superenvaloresde 100 pg/ml en suero(265,266),

estaríamosanteun caso,en el que en aquellospacientesenfermospor estacepa,el emplearun

fármacotanpróximo a los nivelesde toxicidad es comprometido.Si consideramosel cociente

inhibitorio (IQ) comoguíaparaestavaloraciónla cepade Cr. neoformans CECT 1078tendría

un valor de 1,5, lo que no es aconsejablepara el tratamiento. Sin embargo,con la cepa
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procedentede un aisladoclínico, dicho cocienteesde 12,5, valor quenos permiteconsiderar

en mejorgradoel tratamientocon5-fluorocitosinaparaestacepa.

En estecaso vemosclaramentecómo, a partir de valorespuntualescomo la CMI, se

puede extrapolar información de utilidad a la hora de emplear un fármaco en terapia.

Clásicamente,5-fluorocitosinaha sido asociadaa casosde resistencia,por lo que la tendencia

ha sido siemprea utilizarla como terapiaconjuntacon anfotericinaB (161,261,267,268).Sin

embargo, descartandoresistencias iniciales y controlando tanto la CMI como las

concentracionesséricasduranteel tratamiento,podríaser unabuenaherramientaen terapiade

criptococosis.

Cr. neoformanses muy sensible a la actividad de ketoconazolmedido en pruebasde

sensibilidad,aunqueclaramentedependientede la técnicaempleada(124,269).Así en nuestro

estudio, valores inhibitorios de 1 y 0,5 pg/ml para la cepaestándary el aislado clínico

respectivamente,fueron capacesde inhibir el crecimiento. Estos valores son normales

tendiendoa ligeramentealtos cuandose comparancon los encontradosen la literatura, que

oscilan entre0,125 y 0,5 pWnxl (24,259). Sin embargo,y al igual quehemosvisto paralos

demásantifúngicos, cuando variamos el inóculo incrementándolohasta ío~ UFC/ml, se

observaun aumento en los valoresde sensibilidad,tantoes así que tan sólo se puedeobtener

una inhibición del 25%de la poblaciónde levadurasconconcentracionesqueseanno tóxicas

parael tratamientode enfermos,identificandoclaramentela existenciade un efectoinóculo.

Por tanto, conestosdatospodemosobtenerunainformaciónquenos permiteemitir un juicio

U acerca de la posible utilidad de ketoconazol en meningitis criptococócica. Si las

ti concentracionesque podemosalcanzaren el líquido cefalorraquideosondeun máximo de 1,65

• pg/ml (187) (cuandoempleamos1200mg/kg comodosis),entoncessabremosquela infección

podríaser erradicadasi la cepaexistenteen el huéspedtiene unaCMI comolas de nuestroU
estudio. Algunos autores han demostradoque en algún paciente han surtido efecto
concentracionesde ketoconazolen meningitis. Así Fibbe eLal. (87 naranjapg.l19), describió

un casode un pacienterecuperadode meningitispor Candidaalbicans con 800 mg/díade

ketoconazol,alcanzandoconcentracionesen LCR entre1,9 y 3 pg/ml. No obstante,la pauta

generales evitar el uso de ketoconazolen estos casosde meningitis, puestoque el riesgo de

que la concentraciónen líquido cefalorraquideoseainsuficientea las cepaspoco sensibleses

muy elevada.
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Quizáuna de las desventajasde fluconazoles la escasezde correspondenciaentrelos

resultadosin vitro respectoa la respuestaclínica (204,247).En nuestroestudio,encontramos

unosvaloresde sensibilidadespecialmenteelevados(8-16 pg/ml), tanto parael aisladoclínico

como para la cepa,estándar.Este valor, no fijo, además,corroborala variabilidad en los

resultadosobtenidosen pruebasde sensibilidad de otros estudiosrealizadospara intentar

estandarizarlas pruebasde sensibilidadconflucona.zol(203,205,270).

Por tanto,no esde extrañarla imprecisiónenel punto de corte, quetambiénpuedeser

atribuidaa un valor intermedioy que, segúnla precisiónen las dilucionesdel antilúngico,se

decanteporun valor inhibitorio u otro. Seha descritola facilidadparavariar en los resultados

en pruebasde sensibilidadcon fluconazol,contansólo levesdiferenciasen el mediode cultivo.

Espinel-Ingroff(271) ha encontradoquetresformulacionesdiferentesdel medioRPMI pueden

hacervariar el resultadoen unapruebadesensibilidadparafluconazolenhasta2 puntos.

Nosotroshemosempleadoel medio bYNIB-O, que comoya vimos esestablepara la

determinaciónde las CMI con 5-fluorocitosinay, además,presentaunabuenacorrelaciónen

las pruebas interlaboratoriocon fluconazol (270), siendo de un 96% en algunos casos.

Dermoumi (258), estudiandola sensibilidadde Cr neoformans,a fluconazol, ha encontrado

valoresde inhibición del 30% (1C30) paraun inóculo de io
5 UFC/ml y en medio de cultivo

bYNB-Q (condicionesidénticasa las nuestras)de 8,8 ~ig/ml,correlacionándosedirectamente

connuestrosresultados.Sin embargo,tambiénseha deteneren cuentaquebYNB-Gpresenta

una tendenciaa elevar los valores del CMI, siendo los puntos de cortes algo mayores

(132,251). No podemosdescartar,por tanto, que 8-16 pg/ml sean valores de inhibición

elevadospor influencia del medio de cultivo. No obstante,este fenómenotambiénpuede

encontrarseen otros medios de cultivo como el RPMI, donde los valoresde sensibilidad

descritospor Franzot(80 naranja)paraaisladosclínicosde Cr. neoformansfrente afluconazol

oscilaronde 0,5 a 16 pg/ml, situándoseel 90% de las cepasconun valor de inhibición de 8

gg/ml.

Si atendemosa estosvaloresde inhibición y nos basamosen el criterio de resistencia

paracepasconCMI =8 ¿g/ml,nosencontraríamosfrentea microorganismosno sensiblesa la

acciónde fluconazolcon concentracionesde la CMI. Sin embargo,la farmacocinéticade

fluconazol nos muestraquees posible obtenerconcentracionesdel mismo en suero de hasta

60-70 pg/ml en dosis repetidas(207). Aunque la dosislímite en suero descritapara este

fármaco sea de 25 gg/ml (149,202,203,206),en muchos casos es tolerada a mayores

concentraciones,sin presentartoxicidad. Tendremos,por tanto, valoresde IQ de 3,125 y 1,5
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para8 y 16 hg/ml deCMI respectivamente,cifras ~ueen principio no sonbuenaspredictoras

de la eficaciaterapéuticadel fármaco.

El hecho de encontrarvalores elevadosen pruebasde sensibilidad in vitro no es

significativo a la horade la aplicacióncinica de flucona.zol, puestoque los buenosresultados

en la práctica clínica demuestransu eficacia anteCr neofonnansin vivo (201,213,214,272).

Algunos autoresatribuyen estaeficacia a la facilidad de concentrarfluconazol en fluido

cerebroespinal(273,274),así como a la posibilidad de ser utilizado a dosis elevadascomo

terapiaagresivaqueincrementelos nivelesplasmáticosa concentracionesfUngicidas(207). Sin

embargo,estopuedeserun armade doblefilo, puestoqueal igual que sucedeconC.albicans,

(275,276)ya seestánencontrandocasosde resistenciapost-tratamientotrasadministrardosis

de mantenimientoconfluconazol(277,278).

La sensibilidadde Cr. neoformans a 13K 109,496 estuvoinfluida pór el tamañode

inóculo, como el resto de los antifúngicos de que hemoshablado. Para 1O3IJFC/ml, la

sensibilidadal fármacosesituó envaloresde 0,125 pg/mI, tantoparael aisladochicocomola

cepaestándar.Estasconcentracionesinhibitoriasprodujerontransparenciaen los tubos(1C
90),

y coincidieronconlos valoresde 1C80. Comparandoconotras fUentes,la CMI estáen un valor

aceptable.El sumariopreclínico del fármaco (216) muestracomo media geométricade UK

109,496frente a 107 cepasde Cr. neoformansun valor 0,24 ~xg/ml.Barchiesi eta!? (218),

ensayandocon 10 cepas,hadadocomo inhibitorios valoresinferioresa 0,03 pg/ml. Estos,son

realmente bajos en cualquier caso, si se comparancon otros antifungicos. Tiene aquí

importancia el parámetroIQ, que relaciona niveles séricosy CMI. Para 131K 109,496, se

consideraentre8 y 12 gg/ml el limite de concentracionesséricasde fármaco no tóxicas,

preferentementemáspróximo a 8 quea 12. Considerandofinalmenteestevalor, obtenemosun

IQ de 64, es decir, queteóricamentealcanzaríaunaconcentraciónde 64 vecesla CMI en el

foco infeccioso,lo quepuedepredecirun éxito casisegurodelfármaco.

Si se aumenta el tamaño de inóculo, el efecto que encontramoses que no hay

eliminacióntotalde laslevadurasalasconcentracionesensayadas,pudiéndoseeliminarun 25%

de la población infectante con concentracionesde 0,125 ±g/ml.Con concentraciones

ligeramentesuperiores(1 ¡ng/ml a las 48 horas),13K 109,496escapazde eliminarun 50% de

la población,lo que indica unaactividadbastantealta, considerandoque el inóculo empleado

tambiénlo es.
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Esto le confierecierta ventajafrentea los otros antifúngicosazólicos,dondeel efecto

inóculo esmásmarcadotodavía(279).

CINÉTICA DE MUERTE DE LOS ANTIFÚNGICOS.CURVAS DE LETALIDA» E
Aunquela dianay el mecanismode acciónseanel mismoparadosantimicrobianos,su

efecto no tiene por qué ser igual. A veces, ligeras modificacionesen la estructurade un

fármacopuedenhacer que su actividad se vea aumentadao disminuida significativamente

frenteal microorganismoal queseenfrenta.Estasmodificacionesno siempresepercibenen el

ámbito de sensibilidado desdeel punto de vista de la eficacia,sino que requierenun estudio

másexhaustivodel comportamientodel agenteantimicrobiano.

La monitorizacióndel efectodel antimicrobianoa lo largo del tiempo nosproporciona

unainformaciónmuy importantede la actuacióncronológicadel fármaco,y decómoafectaal

mncroorgamsmoen su ciclo de vida. Las formas de estudiar este fenómenoson múltiples

aunquecomo ya hemosmencionado,el más común y sencillo es la curva de letalidad

(27,37,242,280).En ella la pérdidade viabilidad esexpresadacomola proporciónde inóculo

transformadoen no viable a lo largo del tiempo (33). Conestosenos informa de la actividad

de una concentraciónfija a lo largo de intervalos de tiempo, parapoder así cuantificar la

velocidadde accióno persistenciadel fármaco.Es importante,en cualquiercaso,tenerdatos

precisossobre la sensibilidaddel microorganismoal fármaco, puestoque en las curvas de

letalidadsevan a manejarconcentracionesque esténrelacionadasconlos valoresinhibitorios,

ademásde las concentracionesséricasdel antifúngico. Además,con vistas a establecerun

modelo de predicciónde eficacia y conociendoun efecto inóculo positivo en pruebasde

sensibilidad,es importanteconocerel comportamientode los antifúngicosfrentea la levadura

a lo largo del tiempo, indicándonosla dependenciade la concentracióncon respectoa la

actividadmicrobicida.

Con Cr. neoformansy anfotericinaB, comovimos en las pruebasde sensibilidad(a

inóculo bajo),la actividadinhibitoria semanifiestaa partir de 0,125 ¡4/ml en la CECT 1078y

1 ¡ng/ml parael aisladoclínico. Simplementecon el valor de inhibición no somoscapacesde

predecirsi el comportamientodel fármacoha sido fungicida o no, puestoque no podemos

averiguar si el inóculo de partida se vio reducido o permanecióa niveles similaresal de

comienzo.Sin embargo,en la curvade letalidadcomprobamosque, a lo largo del tiempo, la

actividaddel antifúngicopuedeser fungicida(es decir, que las concentracionesinhibitorias o
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suprainhibitorias del antitúngicosoncapacesde eliminar la masamicrobianahastanivelespor

debajodel inóculo inicial) o fUngistático (cuandola actividad de la concentracióndel fármaco

no es capaz de rebajar la masa microbianainicial hasta niveles por debajo del inóculo

nicial)(33,243).Así podemosver quecon anfotericinaB, cuandosepartede un inóculo de

IO5UFC/ml, las concentracionesmenoresde fármaco (0,125 y 1 pg/ml) son f’ungistáticas;

mientrasquela mayor(4 pg/ml) consigueun efectoligeramentefungicida. Estosdatosresultan

sorprendentesala horade pensaren el conceptogeneralizadode queestefármacoesfungicida

y capaz de eliminar aquellas infecciones más profUndas (153,154,281). La idea de que

anfotericinaB esmásactivaen el laboratorioqueen la clínicaestámuy extendiday es cierta,

aunqueno universalizable,puesto que como vemosen este trabajo ambas cepasfueron

eliminadassóloala máximaconcentración.Sin embargo,ya seapuntópor algunosautoresque

estudiaronen la curvade letalidadla actividadde anfotericinaB frente a Cr. neoformans,que

dicho fármacono es fUngicida iii vitro a concentracionesno tóxicas(170). Shadomyet. al.

(261), en un estudioparacomprobarel efecto aditivo de 5-fluorocitosinay anfotericinaIB por

medio de curvasde letalidad, observóque las concentracionespor debajode los límites de

toxicidadno presentanactividadfungicidafrentea Cr. neoformans.Esteautorvio quecondos

cepasde Cr. neoformans,y bajo condicionesde estudiomuy similaresa las nuestras(medio

bYNB-G, inóculo inicial de 1O5UFC/ml y tiempo de incubaciónde 48 horas),presentabanun

perfil claramenteflingistático a concentracionesinhibitorias de 0,5 pg/ml de anfotericinaB.

Dicha concentraciónmantuvoel inóculo inicial durante24 horas,y a partir deestemomentose

produjoun recrecimientoclaro. Las diferentesconcentracionesde anfotericinaB en nuestro

estudiotambiénmostraronrecrecimientoen algún momentode la prueba. Estefenómenoes

perfectamentejustificableunavez conocidala actividady disponibilidadde anfotericinaIB in

vitro. Rhoades(282) encontróque anfotericinaB permanececon actividadantiftnngicaen el

medio de cultivo duranteal menos20 horas,pero a partir de éstemomentola actividadya es

variable. Unposibleconsumodelfármacotrasunióna la diana,añadidoa la degradaciónde la

moléculaexplica esabajaactividaden cultivos de le largaduración,como es el casode Cr.

neoformans(160).

La fácil desestabilizacióndel compuestopor las oscilacionesdel pH o la exposicióna la

luz (283), son factoresque puedenhacer que en un momentodeterminadola actividad se

reduzcay dé lugaraun recrecimientodela poblaciónsupervivientedel cultivo.

Otro puntoa consideraren la actividadde anfotericinaB esel disolventeempleado.La

mayoríade los investigadoresutilizan DMSO (116,124,132,248,284)comodisolventeparael
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antifúngico. Nosotros, en cambio, hemos empleado desoxicolato sódico para disolver

anfotericinaB, ya que esunade las formasempleadaspara la comercializacióndel fármaco

(Fungizone®),y estámáscercade las condicionesde administracióndel fármacoen humanos

(142,154,267,285).

En la mayoríade los estudios,anfoterícinaB esfUngicida al principio de contactarcon

el hongode formamuy rápida,paraluegodisminuirsuactividade inclusollegar aperderlapor

completo(286). Nosotroshemosobtenidoun descensoenla viabilidad de Cr neoformansen

todas susconcentracionese independientementedel inóculo, pero cuandoeste descensose

consideraa nivelespor debajodel inóculo de partida, la eficaciade anfotericinaB se reduce.

En los estudiosen los queel tamañode inoculo esmenor,el efectode anfotericinaB es más

fungicida queen los queel inóculoes elevado,aunquede forma concentraciónno dependiente.

Así por ejemplo,Smith el. aL (286) encontraronunaacusadaactividadfungicidadela CMI de

anfotericinaB enlas primerasfasesdela curvade letalidadempleandoinóculosde iO4UFC/ml,

mientrasque Sneller eL aL (287) encontraronun descensomínimo en la viabilidad celular

partiendode inóculosde IO6UFC/ml y a concentracionesde la CMI. Un efectoque podríamos

llamar“paradójico” es que, al aumentarla concentraciónde anfotericinaB de 0,125 a 4 ¡ng/ml

con inóculo de 1 O5LJFC/ml, hay un aumentosignificativo en la actividad, mientrasque al

repetirestamismaoperaciónen la curvade 1031.JFC/mlvemosquelas diferenciasentreambas

sonminimaspor no decirqueprácticamenteiguales.

Cuandoutilizamos el muestreode los cultivos de forma puntual en las curvas de

letalidad, obtenemosinformación útil para averiguar en que forma el fármaco inhibe el

crecimientodel microorganismoal queseenfrentaen determinadosmomentosdel experimento

(2,56,242).En cambio,silo quequeremoses extraer unaconclusiónglobal de lo ocurrido

duranteel tiempoquehaduradola prueba,esdecir, la acumulacióndel efectodel fármacoa lo

largodel tiempo,un parámetroquenosresultaapropiadoes el áreabajo la curvade letalidad

(AUKC) (55).

En el pasode anfotericinaB, el AUKC desciendeproporcionalmenteamedidaquesube

la concentraciónde antifúngicoensayado.La mayor diferenciaencontradaentreAUKC con

ambasconcentraciones(0,125 y 4 ¡.¡g’ml) cuandolos inóculos fueronde ío~ UFC/ml y io3
UIFC/ml ratifica el hechodel falso efectoinóculo, del cual ya hablamospreviamente.Aunque

numéricamenteno son comparableslasAUKC a diferenteinóculo, puestoquepresentanuna

duración de experimentodiferente, sí quenos sirve para hacemosuna idea de la densidad

poblacionalpresenteen las pruebas.Por tanto, si empleamosconjuntamentelos parámetrosde
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actividad fungicida, inhibición del crecimiento y AUKC, podemos saber si un inóculo

microbianoque presentaun recrecimientoha sido previamentedañadocon mayor o menor

eficacia,o si por el contrarioun fármacopresentaunaescasaactividadinicial y posteriorefecto

antimicrobiano.

Los efectossobrelas levadurasson complejosy dependende múltiplesfactorescomo

son la fasede crecimientodel microorganismo,la concentracióndel fármaco,el inóculo etc

(23,132,134).BratburgeL al. (160) hanpropuestoque en los cultivos celulareslogarítmicosla

actividad de anfotericina B pueda clasificarse en tres grupos dependiendode la dosis:

estimulación, permeabilización y letalidad. La estimulación se ha observado con

concentracionesinferiores a las inhibitorias en las que anfotericina B puede inducir el

recrecimiento de las levaduras (160,286). Un efecto similar puede ocurrir si con

concentracionessemejantesde anfotericinaB, aumentamosel inóculo. Con ello conseguimos

queel efectodel fármacoseamenory parezcaque existeun falso “efecto inóculo”, atribuible

tal vez aestacapacidadestimuladorade anfotericinaB. Cuandosesuperaestaetapasealcanza

la permeabilizaciónque deja el pasode sustanciasa través de la membranacelular. En el

momentoen quelas concentracionesde anfotericinaB dejanatrásestafaseentraen fUnción la

fasede letalidad, comenzandoa descenderla viabilidad de los cultivos (160). Las dos últimas

fases(permeabilidady letalidad) se alcanzancon mayor rapidezsi el inóculo empleadoes

reducidoy, por tanto, las diferenciasentrelas concentraciones,en lo quea efectose refiere,

seránmenores.

Cuandohablamosde curvasde letalidad,hayqueasumirque5-fluorocitosinano esun

fármacomuy activopor sí sólo frenteaCr. neoformans(182). Perocomoyahemosdichoque

el parámetroquemide la actividadmicrobiológica(CMI) no esun buenpredictorde la eficacia

terapéutica,necesitamos,por tanto, apoyarnosen otros índicesfarmacodinámicos,como la

inhibición del crecimiento y la actividad fUngicida, obtenidosdirectamentede la curva de

letalidad,paraquenosmuestrenunainformaciónmáscompletadel procesoinfeccioso.

Unade las ventajasa la hora de estudiarlas curvasde letalidadde las levadurascon 5-

fluorocitosinaesqueseaproximande forma mássimilar alo quesucedeen tratamientoin vivo

en lo que se refierea concentracionesdel fármaco. Esto es debido a queel control de las

concentracionesplasmáticasdel antifungicotienenqueser muy estrictas,y debenmantenerlos

niveles plasmáticoslo más constantesposible y entre los márgenesde 25-100 ¡sg/ml que

marcanlos límites de resistenciasy toxicidad respectivamente(179,266,288).De estamanera
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nos aproximamosmása lo que sucedein vivo a partir de los experimentosin vitro, dondelas

concentracionesde antifúngicospermanecenconstantesal no estarexpuestosa la acción de

agentesexternoque los metabolicen,y asumiendoqueno existe consumodel mismo en el

cultivo (289).

Sin embargo,estemargenterapéuticotanestrechopresentaun inconveniente,queesla

posibilidad de unaCMI elevadaque es lo quesucedeen nuestrocasocon Cr. neofonnans

CECT 1078. Cuandose pretendenutilizar concentracionespor encimade la inhibitoria (2 x

CMI), ya sesobrepasael margende tratamientoentrandoen concentracionespotencialmente

tóxicas,y, por tanto,teniendoquedejarcomovalor limite terapéuticolos 100 pg/ml.

A concentracionesterapéuticase inóculo reducido (iO~ 13FC/ml), 5-fluorocitosina

inhibió el crecimiento de forma concentraciónno dependiente,consiguiendomantenerla

poblacióncelularal mismonivel queel inóculo de partida;sin embargoen ningúnmomentose

produjo un descensopor debajode este valor, lo que viene indicado por una actividad

fungicidanulaalo largodetodo el experimento.A concentracionessupra-CMIestefenómeno

sevio aumentadoy consiguióalcanzarvaloresfungicidasa partir de la hora24 conun pico de

actividadmáximaa las48 horas,momentoa partir del cualcomienzaun leve recrecimiento.

En general,la 5-fluorocitosinaseha definido como un antifúngico de perfil fungistático

como de hecho se corrobora en nuestrosresultados.Además, el hecho de aumentarlas

concentracionespor encimade la CMI no nos garantizaunamayoractividadsignificativa pues

como vemos,los valoresde muerte fúngica(actividadfungicida) son bastantereducidos.Si,

además,aumentamosel tamaño de inóculo a ío’ 1IJFC/ml entonceslos valores de muerte

quedancompletamenteanulados,limitándonosa ligeros indicios de inhibición del crecimiento

aunquecunosamentede forma concentracióndependiente.Podríaser que la incapacidadde

producir actividadfUngicida de 5-fluorocitosinafrente a Cn neoformansfuese debidaa una

resistenciaindividual. Sin embargo,este fenómeno se repite en varias publicaciones.Así,

Snelleret. aL (287) describenla actividadde 5-fluorocitosinafrenteaCr neoformanscon una

CMI de Sjig/ml que en cambio fue incapaz de eliminar la población fúngica inicial

produciéndoseun recrecimientoa las 48 horasquecasi alcanzabalas TJFC/mldel controla las

72 horas.

Portanto, esfácil asumirque5-fluorocitosinapuedeserun compuestoqueno actúede

forma fungicida sino quelimite el crecimientoduranteun periodode tiempo. Sin embargo,no

se puedeexcluir del todo la posibilidad de la generaciónde resistenciasde algunaclaseque

impidan la actuacióndel fármaco. Una simple hiperproducciónde uracilo por las células
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U fungicasseriaa priori capazde soportarun ataquedel antifúngico,pudiendoregenerarsemás
adelantede nuevola población.

U El AUKC nosmuestrade nuevola proporcionalidadexistenteentreconcentracionesde

5-fluorocitosinay la actividad antifúngica.Tanto parainóculosde 1 ~3 1IJFC/ml comode 1 o~
UFC/ml, el AUKC fue cadavez menor a medida que la concentraciónde antifúngico fUe

ascendiendo.Sin embargo,las proporcionesde las áreasde cultivos tratadosconrespectoa su

control en el casode 10’ UFC/ml, fueronmenoresquepara io~ UFC/ml, lo quede nuevonos

ratifica el aumentoenel efectoflingistáticoconinóculosdemayortamano.

En nuestroestudio,la capacidadinhibitoria de ketoconazolsobreCr. neoformansa lo

largo de los experimentosde curvade letalidadha demostradoun efectosiemprepositivo que

ha conducidoenla mayoríade los casosaunamarcadaactividadfungicida. Esteparámetrofue

tiempodependiente,encontrandovalorescadavez mayoresa medidaquetranscurreel tiempo.

Estoseapreciaclaramenteen lasAUIKC, dondelos valorestanto para 1O3UFC/mlcomopara

l0’IJFC/ml son altamente parecidos entre ellos, descartandola posibilidad de una

concentracióndependencia.Esto implica queambasconcentracionesde fármaco(1 y 4 ¡sg/mI)

son similares en actividad, y que por aumentarel inóculo no encontramosuna diferencia

especialmentemayorentreambasconcentraciones.

TambiénGraybill el al. (290), aunquede forma menosprecisa,describieronesteefecto,

ya que con concentracionesobtenidasen suerode ratón transcurridas2 horasdespuésde un

tratamiento con 50 mg/kg de ketoconazol, se observó un crecimiento fungistático

aproximadamentedurante10-15 horas,paraposteriormentedescenderde forma drástica(1

logaritmoen 10-15 horas).Por tanto,pareceser éstecrecimientobifásicoun fenómenoquese

repite en los experimentosy que puedecontenerimportanciaen la aplicacióndel fármaco.Si

consideramosque ketoconazolpuede distribuirse en plasma alcanzandoconcentraciones

máximas tras 2 horas de dosis de 4 ¡sg/ml para unos autoreso hasta6 para otros (187),

descendiendohastanivelescasi inapreciablesde fármaco(0,01 pg/mi) desdelas 5 horashasta

las 24, podemosobservarque la mayor concentraciónde fármacoen plasmacoincideconel

periodo de tiempo en el que hay recrecimientomicrobiano en la curva de letalidad a

concentraciónfija de la Civil. Esto nos podría inducir a pensarque en suero, al haber

concentracionesmayoresde la CMI, esteperiodoflingistático podríaserresuelto fácilmente,

puestoquelas concentracionesplasmáticassonde hasta5 vecesla CMI. Sin embargo,al ver la

curva de letalidad con 4 ¡sg/mI, vemosde nuevo este efecto de fUngistasisse repite. Esto
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complicala situación,puestoquea concentracionesqueya son límites en suero,la actividad

del fármacocontinúasiendoincapazde reducirel inóculo inicial

Este fenómenolo encontramostan sólo a inóculos de í05 UFC/ml. En tamañosde

población menores(l0~ UFC/ml), estecrecimiento bifásico desaparece,siendo el fármaco

activo deforma fungicidaentodo momentoy concualquierconcentración.

Todaestainformaciónnospuededar ideade que el desarrollode unainfecciónpor Cr

neoformansy su tratamiento potencial con ketoconazolestá condicionadopor múltiples

factores, como la concentraciónempleada,el tiempo de actividad del fánnaco o la masa

microbiana infectante.Esto explica en parte la discrepanciaque existe en la literatura al

respecto. Algunos autores (291) afirman poder tratar infecciones fúngicas meníngeas

(criptococosis,histoplasmosis,candidiasis,etc.) con ketoconazol,mientrasque otros muchos

lo descartande antemanopor subajaactividaden estosprocesosinfecciosos(292).

U El estudio del efecto del fluconazol frente a Cr. neoformansa lo largo del tiempo
(curvas de letalidad) está poco estudiado(293). En general, se extiende la idea de que

U fluconazolesflingistático,al igual quelos demásantifúngicosazoles(203,294,295).Pruebade

ello es,comoyareferimosen sumomento,queparala CMI seempleala inhibición del 80%de

la poblacióny no el 90%. Además,en la mayoríade los trabajosque estudianesteefecto de

fluconazol sobre Cr. neoformans,se observauna actividad fungistáticaa concentraciones

inhibitoriasy suprainhibitorias (243). Sin embargo,estaafirmaciónes totalmentedependiente

de las condicionesexperimentalesempleadas.En nuestrotrabajo hemoshallado un efecto

inóculo importantea la horade hablarde la reducciónde masamicrobianapor las diferentes

concentracionesde fármaco empleadas.Con inóculo de lo5 UFC/ml, se observó una

inactividaddurantelas 12 primerashoras,momentoa partir del cual desciendela viabilidad de

las levaduras.Nosencontramosconun comportamientobifásico queya vimospreviamenteen

ketoconazol.Estefenómenoeslógico queseamáspronunciadoen fluconazol,puestoqueestá

relacionadocon su mecanismode acción. Las moléculas de fluconazol interfieren con el

proceso de 14-ct-demetilación del lanosterol por su unión a la enzima demetilasa

correspondiente.Estohacequese acumulenlas moléculas1 4-ct-metilesterolesno funcionales,

y decaigala síntesisde esterolesde membrana,como en ergosterol.Los sucesosposteriores

como la fúncionalidad anormalde la permeabilidadde membrana,descoordinaciónen la

actividadde enzimasde uniónamembranao la inducciónanormalde la formacióndel septoy

estructuraapicaldela pared,dependendirectamentede la especificidaddel anillo triazólico del
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antifúngico,por la porciónhemodel citocromop-45O del hongo(202,296,297),y aparecerán

anteso despuéssegúnla unión más o menosrápida de las moléculas. Esto se encuentra

tambiénligado al efectoinóculo previamentemencionado.Cuandoreducimosel tamañode

inóculo a ít9 UFC/ml, esteefectode retrasodesaparece,debidoa la saturaciónmásrápidade

las moléculasdiana,por seréstasmásescasas(menosmicroorganismo)(41,42).

En este caso vemos que la actividad bactericidaes significativa desdela hora 36,

aunquepreviamentela inhibición del crecimientoestámuy próxima al 99%, lo queindica que

laslevadurasno aumentansucrecimientoen comparaciónconel inóculo inicial.

El efecto final encontradopara las concentracionesensayadastiene un claro perfil

fungicida, lo quecontrastaclaramenteconla ideageneralizadade la actividaddelos azoles.El

hechode reducir casidos logaritmosel inóculo inicial es suficiente pararatificar estehecho.

Sin embargo,y encomparaciónconlo sucedidoen el casode ketoconazol,la independenciade

la concentraciónhallada con inóculo de 1 0312C/nil se transforma en concentración

dependenciaa incrementar el inóculo, como también sucedió con anfotericina IB y 5-

fluorocitosina.

A partir delas pruebasin vivo, sabemosque la actividadde fluconazolesa largoplazo,

puestoquetrasvarias dosis estándarlas concentracionesdel fármacose van convirtiendoen

activas(fungicidas)en el organismo.Comparandohipotéticamentelas curvasde letalidadcon

las de distribución del fánnacoen suero podemosver que cuando más concentraciónde

fármaco existeen suero, mayor es el númerode UFC que hay en la curva de letalidad, y

cuandolasUFC vandescendiendo,lasconcentracionesse vanreduciendoa la vez. Vemoscon

estoque las concentracionesde fluconazolvan a estarsiempreen proporción suficientepara

podermantenersuactividadentodo momentofrenteal microorganismo.

La letalidadinfligida sobrelas célulasde Cr. neoformanspor 13K 109,496y medidoen

el tiempo,mostróun perfil muy similar paralos dos inóculos empleados.En la concentración

inhibitoria seaprecióun leve retrasoen el crecimientocon el inóculo elevado(1 O5UFC/ml),

que sevio incrementadoa las 24 horas.Este lapsode tiempo de bajaactividadquegeneraeste

tipo de curvabimodal, es debido comoya vimos en fluconazol, al mecanismode accióndel

fármaco.En el caso de UK 109,496,tiene unaactividad mástardía,ya que es ligeramente

menosselectivoque fluconazolpor las particulasde ergosterol(Fluconazol-ICso= 0,05; UK

1O9,496-IC,o= 0,03). Sin embargo,esta actividad fUngistática en principio no impide que

aparezcaunaactividadfungicida al final del experimento(48 horas).Esteefecto fungistático

-114-



Discusión

no quedaresuelto cuandoreducimosel inóculo, pero sí se incrementaconsiderablementela

actividad del fármaco, generandoun AUKC mucho menor que en el caso de IO5UFC/ml

(siemprecomparadorespectoal control).

Unavez que empleamosconcentracionessuperioresala de la CMI, podemosobservar

que la actividad fUngicida es concentracióndependiente.Estefenómenoes algo realmente

interesante,tratándosede un antitúngicoazol, quea priori no tienepor qué presentarun perfil

de actividad fUngicida. Sin embargo,las concentracionesmayores,que son por otra parte

terapéuticas,consiguenreducir en hasta2 logaritmosel inóculo inicial, tanto para 1 ~3 como

para1O5UFC/mI.

La actividad fungicida obtenidaa las 48 horas paraconcentracionesde 1 ¡ng/ml y 4

¡sg/ml frente a un inóculo de 1O5IJFC/ml consigueeliminar al 99,1 y 99,3% de la población

inicial. Esto garantizaque prácticamentese ha reducido el inóculo, puesto que hay que

considerarun errorexperimentalprocedentede las diluciones.

La uniónde estaactividadjunto con las bajasconcentracionesde fármaconecesarias

para inhibir su crecimiento sitúan a este compuestoentre los másefectivos frente a este

microorganismo.Pero para poder extraer alguna conclusión farmacodinámicahemos de

compararla actividadmicrobiológicacon la farmacocinética.Lo que hastaahorase sabees

que 13K 109,496 concentraen poco tiempo (t,,,~ = 0,5-1 hora), alcanzandoconcentraciones

séricassobradamenteactivas (de 2-8 ¡sg/mi) frente a la mayoría de los microorganismos

testadosin vitro. En conejosseha visto que tieneunavida media de eliminación(txn) muy

corta, aunquesuficiente para poder eliminar en modelosanimales un inóculo fúngico letal

(257).En las primerasfasesde ensayosclínicosparecehaberserepetidoestefenómeno,siendo

la vidamediade eliminación(t%) de 7 horas.

Al no seguir un modelo lineal, el fármaco puede acumularseen suero y tejidos

presentandoconcentracionessuficientementeelevadascapacesde eliminar al hongo, como

demuestrala curvade letalidadconconcentracionesmenores.

DISCUSIÓN DEL EFECTO POSTANTIFÚNGICO Y DE CONCENTRACIONES

SUBINHIBITORIAS EN FASE POSTANTIFÚNGICA 1
El efectoPIAFE esun parámetro farmacodinámico que se ha empleado en múltiples

ocasionespara el reajuste de los regímenesde dosificación (8,18,245,298).Como vimos, este

parámetro está influido por muchos factores experimentales, como por ejemplo tiempo de
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exposiciónal fármaco, concentraciónempleada,inóculo, etcétera(14). En nuestro estudio,

hemoscuantificadoel efectopostantifúngico(PAPE) paraanfotericinaB, al igual queparalos

demásantifúngicos,aplicandocriteriosmetodológicosqueintentenaproximarlas condiciones

experimentaleslo máximo alos procesosbiológicosenlos seresvivos.

De forma general, anfotericinaB mostró tiempos de PAPE positivos con todas las

concentracionesensayadascuandoel tiempo de exposiciónfine de 12 horas,y el valor fine

prácticamentedependientede la concentraciónempleada(a mayor concentración,mayor

tiempo de PAPE). Cuandose considerómedio logaritmo como unidad para cuantificar el

PAYE, vimos que semantuvoen torno a las 4 horas el efectoremanentedel antifúngicopara

las diferentesconcentracionesensayadas;sin embargo,con un logaritmo vimos el efecto

concentracióndependiente.Esto nos indica que el efecto PAYE con anfotericina B se

manifiestaconmayor intensidada mayoresconcentraciones,aunqueen el tiempo suelemostrar

un mayor efectoremanenteen las primerashoras del experimento.Esto no es de extrañar,

asumiendoquesetrata de un fármacocuyo mecanismode acciónse basaen la permeabilidad

de membrana,primer lugarde contactoconel fármaco(299).

Entrando en mayor detalle, sin embargo,anfotericina B a bajas concentraciones

(CMI=0,25¡xg/ml) obtuvo PAPEy ERT ligeramentesuperioresque con las concentraciones

por encimade la CMI. Esto puededebersea la existenciade un margende concentraciones

activas pero inapreciablepor medio de las técnicasexperimentales,necesitandoaumentarla

concentracióndel fármaco paraencontrarmayor efecto. Esto seve claramenteen el ERT,

dondelosvaloresde 0,125 sonmayoresque 1 ¡sg/ml pero inferioresa4.

Cuandoel tiempo de exposiciónprevia al fármaco se reducea 2 horas, se ve que

anfotericinaB generaPAYE negativo,esdecir, tieneun efectosobrelas célulasque no demora

su crecimiento(comovimosconexposicionesde 12 horas),sinoquepor el contrariola tasade

crecimientode los cultivos es mayor en tratadosque en controles,y de forma significativa

(intervalo de ausenciade significación [-0,5,0,51). Estoes debidoa quelas concentraciones

empleadas(0,125, 1 y 4) son demasiadobajasparaun tiempo de exposicióntan corto en un

ámbito micológico. La mayoríade estudios de PAE existentes,han sido realizadoscon

bacterias(66,68,73,93,250),y en éstasel tiempo de generaciónes muchomenor, por lo que

unodelos parámetrosvariaconrespectoa los realizadosconlevaduras(300).

Cuandotrabajamoscon concentracionesde fármacobajaso queesténen relacióncon

los límites de toxicidad,hemosde ajustarla exposiciónal microorganismosegúnla necesidad

de contactoentreambas(2).
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Si queremoshaceruna estimaciónmásfiable de los fenómenos“in vivo”, hemosde

acudira los nivelesdel fármacoen sueroo tejidos(7,301). Paralos antibióticosestosniveles

suelenser altosduranteunas2-3 horas(pico sérico Cm.x: fasesa y 13), y posteriormente,las

concentracionesdecaenhastasituarsepor debajode la Civil. Con antifungicosen cambio, la

farmacocinéticaes algo diferente,y en ocasionespresentantiemposde eliminación mayores

por lo queel fármacopermaneceen suerodurantemástiempo queen casode los antibióticos

(171,179,187,192,203,206,216,302).

Por ello, si queremosver el efecto PAPE, es más útil emplearlas concentraciones

séricasduranteexposicionesque se estimansimilaresa los intervalos de dosificacióny no

extrapolarmetodologíabacteriológica,quepor motivos de diferenciasfisiológicasnos induzca

a erroresenla interpretaciónde los resultados.

Con anfotericinaB (y antifúngicosen general),los trabajosexistentesal respectoson

escasísimos(64,83,143). Además, la metodología empleadaha sido la misma que en

bacteriología,considerandotiemposde exposicióncortosy concentracionesde fármacode 4-8

vecesla CMI. Siguiendoestaspautas,Turnidgeeta! (64) obtuvieron,al igual quenosotros,

PAPEpositivoparaCr neoformans,perocon2 horasde exposicióny concentracionessupra-

CMI. La discrepanciacon nuestroestudio(enconcentracióny tiempo de exposición)estriba

claramenteen los resultadosde la CMI. Mientrasquenuestrosvaloresde CMI son de 0,125

¡sg/ml. los suyosestánsituadosen 25 ¡sg/ml para el mismo medio de cultivo, y empleando

inóculo de mayor de 1O6UFC/ml. Al obteneruna CMI tan elevada, la concentraciónde

fármacoa 4-8 vecesla CMI, secolocaanivelesmuy por encimadela toxicidad(25 x 4 = 100;

25 x 8 =200 ¡sg/mI; límite 4). Éstasconcentracionesson inviablesa la hora de obtenerun

dato con relevancia o interés clínico, puesto que ningún paciente obtendrá dichas

concentracionesnuncaen suero(171,169).

Si son escasaslas publicacionescon PAPE en levaduras,menosaún son los datosa

obtenerde la literatura referenteal efectosub-CMI en dichafase(143). Esteparámetrocon

una considerableimportanciaclínica nos muestracomo anfotericinaB, tras ser expuestaa

concentracionesterapéuticas,puede ser re-expuestaa menorescantidadesde fármaco y

observarun mayor efecto sobre las levadurasque en el caso de no existir pre-exposición.

Concretamente,paraunaexposiciónde 4 ¡sg/ml de anfotericinaB, con posteriorlavadodel

fármaco y re-exposicióna ¼de la CMI (ie. 0,03 ¡sg/mI), se obtiene un retraso en la

recuperacióndel crecimientonormalde la poblacióncelular de hasta6,75 horas,un valor que
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es prácticamentela tercerapartedel tiempo transcurridoentredosis de anfotericinaB en

pacientesenfermosde criptococosis(170).

Aunque estos resultados sean realmente impactantes, no podemos hacer una

extrapolacióndirecta a los procesosin vivo, pues como sabemosla farmacocinéticade

anfotericinaB representaun papelimportanteen los procesosfarmacodinámicos,y sobretodo

cuandose habla de concentracionessubinhibitoriasqueson más susceptiblesa ser afectados

por el metabolismoy eliminacióndel fármaco.

Quizá sea5-fluorocitosinael antifungico más estudiadoen cuantoa efecto PAYE se

refiere. Tal vez seapor las característicasfarmacocinéticasdel antifúngico,quecomoyahemos

dicho es muy estableen concentracionesséricas,no presentaadherenciaa proteínasy su vida

media es muy corta (6 horas), donde la existencia de un efecto PAPE favorecería la

modificacióndel régimende dosificaciónactual(184).

Peroa pesarde estaposición favorable, la metodologíahastaahoradescritacontinúa

caracterizándosepor una falta de estandarización,claramente influida por las técnicas

experimentalesdebacteriología(10,64,83).

Nuestrosresultadosmuestranque 5-fluorocitosinatieneunacapacidadmuy elevadade

generarPAPE. Todos los experimentosrealizadosnos mostraronefecto PAPE positivo,

exceptoen el caso aislado de la concentración32 ¡sg/mí, lo que por otro lado no es de

extrañar,puesse trata de concentraciónsubinhibitoriapara la cepaCr. neoformansCECT

1078. Otro punto interesantea considerar es que la mayoría de los tiempos de PAPE

estuvieronen valorespróximoso superioresal tiempode vida mediadel fármacoen suero,lo

que tieneimplicacionesprácticasconsiderables.

Cuando utilizamos medio logaritmo como unidad para cuantificar el crecimiento

microbiano y determinarel PAPE, comprobamosque los valores son tambiénpositivos,

aunqueligeramenteinferioresalos obtenidosconun logaritmo. Estefenómenoya fUe referido

por ScalaroneetaL (83) para Candida albicans y 5-fluorocitosina, quien considerando

diferentesvalorescrecientesparadeterminarel PAPE(0,25, 0,5,0,75 y 1 logaritmo), obtenía

generalmentevalores en tiempo de PAPE mayores cuanto más alta era la diferencia

logarítmica. Este fenómenonos deja clara una cuestión, y es que 5-fluorocitosina actúa

progresivamenteen el tiempo, siendosu efectomayoramedidaquetranscurreel experimento.

Al considerarmediologaritmo,el tiempotranscurridode PAPEes menorquesi consideramos

un logaritmo.Esteefectosehavisto en bacteriologíaconlos antibióticosqueactúana nivel de
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inhibición de síntesisde proteínaso ácidosnucleicos,los cualespresentanPAE largosen gram

positivosy de variashorasen gramnegativos(14,15). Una delas críticasque serealizanaeste

fenómenoy engeneralal PAJE esquelosantibióticosqueactúananivel internoenlas bacterias

seanlos que muestranPAJEmayor, dejandosin embargoa los que inhiben la formaciónde la

paredcelular los PAJE máscortos(13,71). Tal vez estopuedaser debidoa que el fármacoa

que hanestadoexpuestaslas bacteriasno se puedaeliminar tan fácilmentedel interior de las

células y, por tanto, el lavadono seatotal. El efectode estaspaniculaspodría dar mayores

tiempode PAE. Esteargumentono esfácil de discutir, puestoqueesun hechoque realmente

ocurre,peroprecisamenteal sucederin vitro podemosesperarquesucedain vivo.

Cuando un fármaco actúa a nivel tisular y penetra ademásen las bacterias o

microorganismosinfectantes,no seva a eliminar de igual maneraen el exterior celularque en

el interior, al igual que ocurreen el tubo de ensayo;esdecir, la farmacocinéticadel antibiótico

no esa nivel internode los microorganismos,y por tanto, aquellosantibióticosque actúana

mvel de síntesisde proteínaso de DNA cuandolas concentracionesde fármacoen el exterior

bajen por debajode la CMI (PAJE in vivo), no tienen porqué descenderen el interior del

microorganismo,prolongandopor tantodela mismamanerael PAJE.

Al considerarel tiempode exposicióncomofactor influyenteen el PAYE, observamos

que, cuandoesde 12 horasfrente a2 horas,las diferenciassonclaramentefavorablesal mayor

pretrataniiento.En cambio,los valoresde exposicióncortano sondel todo negativos,puesto

quea concentracionesa partirdela CMI todoslos PIAFE sonpositivosde forma significativa.

En el trabajode TurnidgeetaL (64), obtuvieronigualmentePAE positivoscon2 horas

de exposicióna concentracionessupraCMI (4-8 x CMI). Sin embargo,al igual que sucedía

conanfotericinaB, el emplearconcentracionesde 4 a 8 vecesla CMI cuandoéstaes de 50

¡sg/mi, implicausarnivelestóxicosde fármaco,quecarecende interéso aplicaciónclínica. En
cambio,en nuestroestudiohemosempleadoconcentracionesqueenningúnmomentosuperan

la barrerade toxicidad, obteniendotiempos de PIAFE positivos. Si, además,prolongamosel

tiempo de exposiciónde 2 a 12 horas,incrementamosla duraciónde este efectosin superar

tampocolos nivelesdetoxicidad.

El efectode concentracionessub-CMI de 5-fluorocitosinaen fasePAPEtan sólo se

pudo cuantificar con medio logaritmo, y a concentracionesde la CMI o inferiores. La

existenciade un efectoPAFEmuy elevadojunto conconcentracionessubinhibitorias(1/4 de la

Civil), indujo un retrasoen el crecimientomuy grande,que en ocasionesinclusopresentóperfil

fUngicida. Estefenómenotieneunatrascendenciaimportantea la horade entenderel efectode
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concentracionessub-CMI como aplicación clínica. Por un lado, la reexposición a

concentracionesde 5-fluorocitosinapuede ser, bien en dosis menoreso bien en dosis más

espaciadas,ya que el efectoque obtengamosseráigual quela primeradosis.El hechode que

en una segundadosisel efectoseamayor con concentracionesmenorésimplica que vamosa

poderobtenerunamayoractividadconunatoxicidadmenor.

Como ya hemosmencionado,con 5-fluorocitosinaes importante el control de las

concentracionesséricas,y si sabemosque con el PAFE + sub-CMiI se puedenmantener

duranteel periodode interdosificación,concentracionespor debajode los nivelestóxicos en

sueroconactividadmicrobicidaeficiente,podemospredecirun tratamientoeficazy sobretodo

reducirel riesgode toxicidad.

El ERT es un parámetroque en generalnos indica que 5-fluorocitosinapresentaun

retrasoen el efectoinfectantede (Y neoformans(90). Ayudadosde esteparámetropodemos

afirmar queteóricamentesenecesitamástiempo paraque los microorganismosrecuperensu

actividadinfectantetrasser tratadoscon concentracionesde la CMI queel transcurridopara

darunanuevadosisde 5-fluorocitosinaaun pacienteconcriptococosis.

En el estudiodel PAPEcon ketoconazolvimos otra vez quelas condicionesiniciales

del experimentoson muy importantesa la hora de obtenerlos resultados.El tiempo de

exposición fue de nuevo primordial para la valoración del PAPE. Con dos horas de

tratamiento,los tiemposde PAPErecogidosfueronde valor negativo,cuandose empleó la

CMI comoconcentraciónde choque(-0,5 horas),mientrasquesonpositivos(1 hora) cuando

la concentraciónensayadafUe de 4 x CMI. Cuandoempleamos12 horas de exposición,los

PAPE obtenidosascendierona valoresmucho mayores(2,5 y 5,25 horas para 1 y 4 ¡sg/ml

respectivamente).Encontramos de nuevo que concentracionesde fármaco en dosis

terapéuticas(encontradasen suero)indujeronvaloresde PIAFE positivoscuandoel periodode

contactoentremicroorganismo-fármacofuemayor.Turnidgeeta! (46) encontraronquecon2

horasde tratamiento,a concentracionesde 4 a 8 vecesla CMI, los valoresde PAPEno eran

significativos. A pesar de que estos experimentosestán realizadosen medio de cultivo

Sabouraud,coincidenconlos nuestros(bYNB-G), puestoquetampoconosotroscon 1 ¡sg/ml

y 2 horasde exposiciónobtuvimosPIAFE positivo (-0,5horas).El hechode quelos PAYE con

baja exposición>no sean significativos no es información suficiente para considerar a

ketoconazolcomo agenteno generadorde efecto PAPE. Como hemosvisto en nuestros
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resultados,12 horas de exposicióna concentracionesde CMI (1 ¡sg/mI), indujeronPAPEde

2,5 horas,y si hablamosde 4 x CMI (4 ¡sg/ml),estefue de 5,25horas.

Estamismasituacióntambiénla encontramoscon la cepaaisladoclínico, dondelos

PAYE llegarona serde 4,25 y 7,8 horascon 2 y 8 vecesla CMI, respectivamente.Además,

este retraso en el crecimiento inducido por la exposiciónprevia a ketoconazoles tiempo

dependiente.Cuando consideramosmedio logaritmo como unidad de cuantificación, los

valoresde PAPEsonmenoresqueconun logaritmocompleto,lo quenos diceclaramenteque

el valor serámayorcuantomástiempoconsideremos.Esteargumentoquedaratificadoademás

conel parámetroERT, el cualesmayorconconcentracionesmayores.

Un aspectointeresantede la farmacodinamiade ketoconazolpor su posiblerelevancia

clínica es la clara supresiónde la tasa de crecimiento que mostraron concentraciones

subinhibitorias. Cuandoen fase postantiffingícaañadimosa los cultivos una cantidad de

fármacoen concentracionesdela CMI (0,25 gg/ml), el retrasoen el crecimientofue tangrande

queno sepudodeterminarpor el métododescritoporKikuchi (99).Fuetan elevadoel retraso

en el crecimientoobservadoen los cultivos controles,que no permitió apenascrecermedio

logaritmo a los cultivos celulares.En este casovemos, además,que de nuevo apareceese

crecimientobifásico,queya vimos en las curvasde letalidad, en el cual comienzatardíamente

la actividadmicrobicidadelfármaco.

La actividaddelas concentracionessubinhibitoriasen cultivosin vitro tieneimportancia

siemprey cuandonos permitarealizarunaextrapolaciónalos fenómenosqueocurreniii viva

Ketoconazolesun fármacocon unavida terminalmuy prolongada(187), lo cualpermiteque

la presenciade concentracionesresidualesdel antitUngico en suero o tejidos seanun factor

constanteduranteel tiempoquedurael tratamiento.Portanto, si consideramosque el fármaco

va a permaneceren concentracionessubinhibitoriasduranteperíodoslargos, podemosintuir

que este efecto de actividada bajasconcentracionessepodrárepetiren el tratamientocon

ketoconazol.

Por tanto, si unimos unaalta actividadfUngicida con un PIAFE de varias horasy un

efectoaltamentesignificativo de concentracionessub-CMI, tenemosel perfil idóneo paraun

fármacoque pueda presentaruna dosificación muy espaciada.Desgraciadamente,no sólo

debemoscontarconestasconclusionesparadeterminarlas dosisdel antifúngico;enestecaso

una trabamuy importante,como ya vimos, es la penetracióndel ketoconazolen el líquido

cefalorraquideo,queestámuy limitaday presentaun perfil farmacocinéticomuy pobreparael

tipo de infeccionescomolas meningitis(303).No obstante,quedaabierto al estudiola posible
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utilización de ketoconazolen infeccionescriptococócicasdiseminadas,donde las zonas o

tejidos afectadospuedensermásfácilesde alcanzarpor éstefármaco.Es tambiéninteresante

aquí el estudio ti ‘41ro de las interaccionesentre fármacospara la aplicaciónen terapia

combinadaen estapatología.

La referenciaal efectoPAPEin vitro confluconazolestámuy limitada en la literatura.

Mínguezeta!. (109) handescritoPAPEnegativoparafluconazolconC.albicans,12 horasde

exposicióny concentracionesséricasterapéuticas.Esteresultadoseencuentraenla líneade los

obtenidospara los demásazoles,comoketoconazol,que algunosautoreshan descrito con

PAFEnegativos(64).

En nuestrotrabajo, fluconazolha mostradopocaeficaciaa la hora de generarretraso

en el crecimiento tras la exposición al fármaco durante2 horas. En este caso, todas las

concentracionesempleadasdieron tiemposde PAFE negativos,aun siendosupra CMI. La

concentraciónde 32 ¡sg/ml es un valor relativamentealto en comparacióncon los valores

séricosencontradosen pacientestras dosis repetidasde tiuconazol y, aún así, no generó

valoresde PAPEpositivos (207). Sin embargo,y como ya hemosdiscutidopreviamente,la

farmacocinéticade los antiflingicoses en ocasionesdiferentea la de los antibióticos,teniendo

que descartarel uso de técnicasbacteriológicasen estudiosmicológicos. De hecho, las

propiedadesfarmacocinéticasde fluconazol hacen que se concentre en suero en altas

proporcionesen pocotiempo (C, = 30 mg/l, ~ = 3,3 horastrasdosisde 400mg/IV), y en

cambio sueliminaciónseamuy lenta(ttn ¡3 = 37 horas)(202). Por tanto, hemosdeconsiderar

quela exposiciónal fármacoseráa altasconcentracionesy durantetiemposprolongados.Así,

es de mayor utilidad un tratamientoprevio de 12 ó 24 horas, que es el espaciamientoque

ocurreentrelas dosissuministradasa pacientecon criptococosis(204,272).Aun optandopor

las 12 horasde exposición,hemosencontradoque el PIAFE fUe negativocon concentraciones

de 8 ¡sg/mI, y nulo prácticamentecon 16 ¡sg/ml. Hemosde aumentarel tratamientoprevio de

las levadurasa 32 ¡sg/ml parainducir PAFEpositivo(4,6 horas).Comoya vimosen las curvas

de letalidad, fluconazoles poco activo en los primeros compasesde su acción frente a Cr.

neoformans,y dejaun margende crecimientohastaquedefinitivamenteempiezaa actuar.En

el PIAFE sepuedeaplicarestemismomecanismode accióny explicacióncorrespondiente.Tras

el lavado,el microorganismono seha visto suficientementedallado por el antifúngicoy, por

tanto, generaestosPAPEnegativo.Además,la exposiciónempleadaparael PIAFE (12horas),

esaproximadamenteel tiempoen el quefluconazolfue menosactivoen la curvadeletalidad.
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En cambio si nos fijamos en los valoresde PAFEusandomediologaritmo comounidad

de cuantificación, los valores arrojadosson más elevadosque para un logaritmo, lo que

descartala posibilidadde esteperiodode letargo.

Por tanto, podremosafirmar que el efectoPAPEtan bajo es debido al mecanismode

accióndel fármaco,queno generasuficientedañocomoparaqueserefleje posteriormentetras

la eliminacióndel mismo.

Al compararconel aisladoclínico, sin embargo,vemosquelosvaloresde PAPEsuben,

siendo positivos para todas las concentraciones.Esto nos demuestraque de nuevo este

fenómenoesdependienteademásdel microorganismoutilizado,e inclusode la cepa.

Al tratar en fasePIAFE los cultivos con unadosisfluconazolsub-CMI, seobtuvouna

leve prolongación del tiempo de crecimiento, pero que no fue significativa sino para

concentracionesde32 ¡sg/mI. Al igual queen el PAPE,estefenómenode concentracionessub-

CMI se vio incrementadoal considerarmediologaritmocomounidadde medida.Estemayor

efecto de fluconazol a corto plazo, junto con la escasaprolongación del efecto de

concentracionessub-CMI, hacea este fármaco poco susceptiblede ser modificado en las

pautasde dosificación actuales,cuestiónque por otro lado tampoco seríamuy necesaria

asumiendosubajaincidenciade casosde toxicidad(305).

El PAPEpredecibleparaUK 109,496como agentemonoazólicoha de sera priori de

escasaduración,comoen los demásantifúngicosde su familia. Sin embargo,al presentaruna

actividadfungicidaelevadaduranteel tratamiento,puedegenerarPAPEmayor.De hecho,los

valoresobtenidossondependientesdel periodode exposiciónprevia.Los cortostratamientos

fueron incapacesde inducir PAPE, y generalmentemostraronvaloresnulos o negativos.En

cambio,cuandola exposiciónfUe mayorvimosvalorespositivos.Esteresultadoesinteresante,

puesto que realmente las exposiciones al farmaco vienen definidas por los perfiles

farmacocinéticosque influyen directamenteen el posible efecto PAPE. Así, UK 109,496

presentaunafaseinicial muy rápiday concentraen suerohastavaloresde 1 ¡sg/mI, pero estos

mvelesno seprolonganprácticamenteen el tiempo,quedandoreducidosen concentraciones

sub-CMI (menoresde 0,125)alas 10horas(216).Portanto,la prueba¡ti ‘41ro de PAFEcon2

horasde exposicióncon 1 ¡sg/ml quizá seaproximemása las situacionesiii vivo.En estecaso,

podríamosafirmar que esteantifúngico generaPAPE negativoy, por tanto, este parámetro

farmacodinámicono puedeservirnosparaunaposiblemodificaciónde dosis.Perotambiénes

posibleconsiderarquedosisde 0,125 ¡sg/ml esténcomomínimo presentesduranteun periodo
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de 12 horas de exposición,obteniendoasí un efectoPAPE de 2 horas.Estacontradicciónse

debea que cuando el perfil farmacocinéticopresentauna fase de eliminación del fármaco

rápida, y las concentracionesdesciendenrápidamenteen su fase 13, la extrapolaciónde los

datosobtenidosen curvasde letalidada concentracionesfijas de antiftngico espobre,y se

debeacudiramodelosexperimentalesdedosissimuladas.

Cuandoseconsideramedio logaritmocomola unidadde medidadel PAFE, el efecto

observadoesun aumentoen el efecto,debidoprincipalmentea la mayoractividadinducidatras

el lavado,perdiéndosedichoefectoconel transcursodel tiempo.

El efecto sub-CMI se aprecia de manera creciente, a medida que aumentanlas

concentracionesdel pretratamiento.Este efecto es importante, puesto que los valores

alcanzadosson casi iguales a los vistos para el PAFE, lo que indica que concentraciones

subinhibitorias puedenser muy activas una vez que haya pasado el efecto primero del

tratamiento.Además,este efecto es mayor cuantomás tiempo pasa,puestoque los valores

para 1 logaritmo son superioresque paramedio logaritmo, dejandoclaro que la actividadde

concentracionessub-CMI, junto a un PAPEprolongadosí podríaninfluir en la dosificaciónde

UK 109,496.

INFLUENCIA DEL SUEROHUMANO EN EL COMPORTAMIENTO

FARMACODINAMJICO DE LOSANTIFUNGICOSFRENTEA Cr. neoformaus.

Además de los factoresintrínsecosrelacionadoscon la interacciónantimicrobiano-

microorganismo,existenfactorespropiosdel huéspedo del patógenoquepuedeninfluir en el

resultadoclínico (305). Dentro de estosfactorespodemosincluir el estadoinmunológico del

paciente,las característicasdel lugar infectadoy la virulenciadel patógeno.

Los mecanismosnormalesde defensaque se enfrentan al agenteinfeccioso están

constituidos por la respuestainmunológica específica y no específica. Para el control

satisfactorio de la infección, el huéspedha de manteneren equilibrio estasrespuestas

inmunoprotectorase mmunorreguladoras.Cualquierdefectoen algún aspectoindividual de la

respuestainmune puedemodificar significativamenteel resultadode la infección, sin contar

conla presenciade agentesantimicrobianoscon actividad in vitro frente alos patógenos.Por

otro lado, los antimicrobianospuedeninteractuarcon las célulasdel huéspedademásde con

losmicroorganismosdiana,pudiendopotenciaro deprimir las defensasdel huésped,alterando
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así el resultado clínico, en especial en pacientes con anormalidadesinmunológicas

preexistentes.(307,308).

En nuestroestudio hemosintroducido el suero humanocomo factor individual del

huéspedparaver la influenciaque ejercesobrela interacciónmicroorganismo-antifúngico,y

aproximarasíde forma másfiable los resultadosal procesobiológico de las infecciones.Ya es

conocidoel efecto producidopor el suero en muchos de los microorganismosinfectantes

(309,310). Seha descritodesdehacetiempola propiedadbacteriostáticadel suerodesdebajas

concentraciones(10%) sobre el crecimiento de Cr. neoformans (311,312); sin embargo,

todavía hoy no se encuentraexplicación clara a este fenómeno. Nosotros hemos visto

igualmenteque el incubarcélulasde Cr. neoformansa inóculosde 5 x ío5 UFC/ml en caldo

bYNB-G enpresenciadeun 10% de suerohumanodeprimeel crecimientode las levadurasde

forma significativaen comparaciónconun controlde crecimientosin suero.La inhibición del

crecimiento observadocuando la cantidad de suero presentees del 50% es la misma

prácticamente,lo queindicaun efectode saturacióna partir de estaconcentracióndel 10% de

suero.Ademásquedadescartadoun descensoen la disponibilidaddelos nutrientesen el medio

al controlarel experimentocon cultivos diluidos en la mismaproporcióncon soluciónsalina

tamponada(PBS). A priori, este resultadopuedeconducimosa pensarque se trata de un

efectoletal sobreel microorganismo,inducidopor un factor sérico que escapazde eliminar a

parte de la población. De hecho,existentrabajos en los que se confirma la tendenciaa

depositarfragmentosiC3b del complementotanto en la superficiecomoen el interior de la

cápsulade Cr. neoformans(235,236,313-315). Tambiénse ha indicado que las proteínasde

bajopesomolecular(defensinasNP-1)presentanactividadfungicidafrente a Cr. neoformans

(316-318).Sin embargo,la capacidadde acumulacióndel complementono presentaactividad

lítica sobrelas levaduras,y la concentraciónde defensinasen sueroesdemasiadoescasacomo

parapresentarefecto sobreestascélulas,ya que su mecanismode acciónes principalmente

mtracelularen los PMN (316,226).Además,comodemostramosen nuestroestudioel efecto

observadosobreCr. neoformanspersistecuandoel suero se ha incubadoa 560C durante1

hora. Conello, lasproteínasséricas(incluidos complementoy NP-I) quedandesnaturalizadas,

y el efectoquepudieranteneranulado.Por tanto, la fungístasisdel sueroha de seratribuidaa

otrofactor,capazderesistir la exposiciónhipertérmica.

Algunos autoreshanhabladode la posibleinfluenciade factoresquímicos del suero

posiblementerelacionadoscon la actividad inhibitoria de éste. Así el pH, la relación

COJHCO
3,la presenciade oxígenoen el. medio,o el metabolismodel hierro son potenciales
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inductoresde esteefecto(319-323). Seha visto además,queel bicarbonatoen proporciones

del 0,5% ha influido en el crecimiento de las levaduras Cr. neoformans y Candida

parapsilopsis(136).

En nuestroestudio,hemosdemostradoque la incorporaciónal mediodel cultivo de un

tampón bicarbonatadoen lugar del fosfatado, de uso común, induce un retraso en el

crecimientoconsiderable.Este efecto habíasido referido ya en otro estudio(319), dondeel

tiempodegeneraciónde Cr. neoformansen ausenciade NaHCO3en el mediodecultivo fue de

2,1 horas,mientrasque al incorporarestasolución el tiempo de generaciónaumentóhasta6

horas.Nosotrosobtuvimosun resultadosimilar, aunquecontiemposdegeneraciónsuperiores,

atribuiblesa la diferenciaen el mediode cultivo baseempleado(bYNB-G en lugar de DME).

Asociadoa esteretrasoen el crecimiento,seobservaun aumentosignificativo en la cápsula,

apreciablemediantemicroscopiaóptica simplemente.Este mismo efecto se encuentraal

incubarcon suero,dondela cápsulade las levadurasaumentaconsiderablementeconel tiempo

de incubacióny su crecimiento se lentifica (324). Algunos autoreshan descrito la escasa

presenciade cápsulaen las levadurascuandoseencuentraen el medio ambientey un tamaño

enormedelosmismosaisladosenpacientesenfermosdecriptococosis(325-327).

Posiblemente,el cambiode mediohacequeel ciclo de crecimientodel microorganismo

se niodifique, comenzandouna mayor producciónde cápsula,inducidaposiblementepor la

presenciadelos tamponesséricosy las presionesparcialesde CO2 pulmonares(319).

Estecomportamientodiferente en el crecimientoal incorporarsuero a los cultivos de

(Y neoformans puede hacerse comparable a las diferencias encontradasen algunos

microorganismos al trabajar en distintas fases del crecimiento (logarítmica frente a

estacionaria)(39,328,329).En los cultivos sin suero el crecimiento más rápido de los

microorganismoshace que el medio se acidifique por los productos de los productos

metabólicosy acelerael crecimientodel hongo,mientrasqueen los cultivos con sueroel pH

fue constanteporquelas levadurascrecencontasametabólicamenor.

El estudiode los aspectosfarmacodinámicosde los antifúngicosen presenciade suero

mostró resultadosmuy diferentesa cuandono habíasueropresente.El ejemplomásclaroestá

en el efecto postantifúngico, donde ‘en ningún caso se pudo determinar el retraso en el

crecimientopor efectodel pretratamiento,ya quela presenciade sueroen el medio de cultivo

reducetanto la tasade crecimientoqueno se alcanzani medio logaritmo en las 12 horas de

experimento,inclusoen los controlesde crecimientodondeno existeantifúngicoen el medio.
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Este efectoes lógico, sabiendoquela tasade muerte(o incidenciade un fármaco sobreun

microorganismo)esproporcionalala tasade crecimientodel microorganismo(37,39,40).

Laspruebasde sensibilidadno serealizaronen presenciade sueropormotivosdetipo

experimental.Al ser la lecturade los resultadosespectrofotométrica,los resultadosson poco

fiables, puestoque la densidaddel suero.interfiere con la lectura del espectrofotómetro.

Además,al incubartiemposlargos, el suero se deterioracon los productosde deshechodel

microorganismo,queacidifican el medio,y forma agregadosqueinterfierenconla lectura.En

este sentido, el estudio de la actividad microbiológica quedaincompleta, puestoque no

podemosestimarla sensibilidadde Cr. neofonnanscuandohaysuero.

En cambio,si podemosver el efectode esteparámetrodel huéspedpor medio de las

curvasde letalidad.En general,la incubaciónde (Sr. neoformansen presenciade sueroy con

diferentesconcentracionesde antifungicos presentóun perfil fungistático, sufriendo ligeras

modificacionessujetasa las característicasespecíficasdel mecanismode acción de cada

antifungico.El AUKC nos mostróquela mayoríade los fármacosa concentracionesde CMI

muestranunvalormuy similar, conla excepciónde anfotericinaB.

Seha descritola altaunióna proteínasséricasde anfotericinaB (90-95%)(330). Esta

unión es específicasobre las 8-globulinas plasmáticas(concretamente131-lipoproteínas)

encargadasdel transportede moléculaslipídicas. Los nivelesplasmáticosde anfotericinaB

raramentesuperan2 gg/ml en plasmapor saturaciónde estos sistemasproteicos(331).

Análogamentepodemospensarque la presenciade proteínasdel suero reaccionacon las

moléculasde anfotericinaB de nuestrosensayos,reduciendola cantidadde fármaco activo

frente a lascélulas de Cr. neoformans,lo que inmediatamentehacedescenderlos valoresde

actividadfungicida. El casoopuestolo encontramosen 5-fluorocitosina,dondela adherenciaa

proteínases nula prácticamente,y la actividad del fármaco no resulta alterada por esta

propiedad.En esteantifungico,tantolas concentracionesinhibitoriascomosuprainhibitoriasen

presenciao ausenciade suero se movieron en una ifanja muy estrechade variaciónen la

inhibición del crecimiento.Sin embargo,en nuestroestudio,tratar de explicar un descenso

significativo en la actividadantifungicade un fármacoconelevadauniónaproteínasséricasno

esfactible, ya que las proporcionesempleadasde suerosonmuy bajas(10%)y, por tanto, la

influenciaejercidaen cuantoauniónaproteínasesmuy baja.

Estoexplicaquela presenciade suerono modificó la actividadde 5-fluorocitosina,sino

que casualmentelas concentracionesde 64 y 100 pg/ml inhibieron el crecimiento de (Sr.

neoformansde un modo similar a como lo hizo con suero, pero al descenderlas
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concentraciones,los valoresde inhibición del crecimiento se aproximarona los del control

respectivo(con o sin suero).Esto se debe,comoya dijimos, a la variaciónen el tiempo de

generaciónen las levadurasal entraren contactocon el suero,ya que la mayorlentitud en la

división implica mayor efecto microbicida (40). Este caso se ve más claramentecon

ketoconazol,dondela actividadfUngicida demostradasin suero,seve reducidaa tan sólo las

últimashorasdela pruebay de formamenosacusadacuandoincorporamosun 10%de éste.

También ha de tenerseen cuenta la alta capacidadde unión a la albúmina de

ketoconazolqueal igual quevimos conanfotericinaB puedeinfluir en la actividadmicrobicida

(187). Odenholtel al (112) ya describió el efecto de la unión a proteínascomoun factor

U influyente en la interpretaciónde la tasade muertede S.aureuscondixoclacilina y ampidiina

demostrandoque la presenciade albúminahumanaen los cultivos puedeeliminar el efecto

¡U paradójicode concentracionesinhibitoriasy supra-CMIconestosantibióticos.En nuestrocaso

no podemosatribuir un descensoen la actividaddebidoa la uniónde ketoconazola proteínas

U puessólo trabajamoscon 10% de sueropresenteen los cultivos, aunquesi pudo ejerceruna
leve interferenciaen la accióndelfármaco.

La actividad del suero frente a (Sr. neoformanscuando es tratamiento fue con

fluconazol,resultó fungicidaa partir de la hora60 alcanzandocon36 ¡sg/ml a las 72 horasla

mayoreficaciacomparadaconlos demásantifungicos,aunqueen ningúnmomentola presencia

de suerosirvieseparapotenciarel efectodelfármaco.

Nassarel al (243) han descritoun efectopotenciadordel suero sobrela actividad de

fluconazolfrente a (Sr. neoformans.Este efectolo handescritoen ensayosrealizadosconun

5% de suero y de forma independientede la concentraciónde fluconazolempleada.Estos

resultadosopuestosalos nuestrospuedenserdebidosavariascausas,comola diferenciaen el

medio de cultivo. En el estudiode Nassarel al empleanRPMI que, comoya dijimos en su

momento,hacequecrezcade forma menosrápidael microorganismo(132,136).

Un problemaañadidoa la pérdidade eficacia de fluconazol al incubarsecon sueroes

quesi ya poseíapocacorrelaciónentrelos resultadosin vitro y la respuestaclínica, toraeste

fenómenoseva a acentuarmástodavía.ParaUK 109,496no podemosdecir lo mismo,puesto

que la correlación iii ‘41ro vs iii vivo se ha superadoen estecompuestocomparadocon

fluconazol.

Al incorporarsueroa cultivos de (Sr neoformanstratadoscon concentracionesde la

CMI de UK 109,496,los resultadosno presentarondiferenciasestadísticanientesignificativas

respecto a los obtenidos con el control con suero, lo que contrastaclaramente con la
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exposiciónal fármaco sin suero,así comocon los datosobtenidoscon tiuconazol,dondelas

concentracionespróximasala CMI indujeronmayorretrasoen el crecimiento.En cambio,con

las concentracionesmásaltasel efectoseequiparay en presenciade suerotanto 13K 109,496

comofluconazolpresentanuna ligerareaccióny comienzana ser fungicidasa partir de la hora

48. A priori, estosresultadosponenen clara ventajaa fluconazol frente a su derivado13K

109,496.Sin embargo,si consideramosquela concentraciónde fiuconazolconla que hemos

trabajadoestáprácticamenteen los límites consideradoscomo tóxicos (32 pg/ml) y 131K

109,496estáa unadilución de alcanzardicho limite, entoncesla situaciónseinviertey deja a

estenuevofármacoconun mayormargenterapéuticode eficaciaprevio a las concentraciones

detoxicidad,en comparaciónconfluconazol.A la horade elegir un compuestoparatrataruna

enfermedadinfecciosa siempre es mejor un farmaco que, a igualdad de condiciones de

actividad,presenteun rango mayor de concentracionesterapéuticasno tóxicas, eso sí, sin

descartar,además,superfil farmacocinético.

SUMARIO DEL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD FARMACODINÁMICA DE CINCO

ANTIFÚNGICOS SOBRELA LEVADURA Cryptococcusneoformans.

El método propuestopor la NCCLS para la estandarizaciónde las pruebas de

laboratorio, sugirió en su documentoM27-P de diciembrede 1992 (24), que el tamaño de

inóculo óptimo a emplearenlaspruebasde sensibilidadantifúngicaconlevadurasdeberíaser

de 0,5 a 2,5 x IO3UFC/ml. Transcurridos3 años (en 1995), este comité emitió unanueva

versión del citado documentoM27-T (25), en el cual, la situación respectoal tamaño de

inóculo a emplear es reconsideradapara determinadoscasos. Concretamentecon (Sr.

neoformansseabre la posibilidadde utilizar un tamañode inóculo mayor, considerandoa la

vez,unvalorde inhibición inferior al del 90%(por ejemplola ICso).

El desarrollode nuestrotrabajo, coincidenteen el tiempo conla publicaciónde estos

dos documentosde la NCCLS, ha corroborado la importancia de los parámetros

experimentalestalescomo, el medio de cultivo, el tamañode inóculo, o los intervalos de

medición en las pruebasde laboratorio para agentesantifungicos. Al hablar de tamañode

inóculo cabedestacarque en nuestroestudiotodos los antifúngicos,hanmostradounaclara

influenciaen la sensibilidadal variar la masamicrobianainicial expuestaa los fármacos.Este

sucesoesimportante,ya que, la densidaddel inóculo infectanteinfluye directamentesobrela

significación clínica de concentracionesantifúngicasséricas, es decir, sobre la eficacia del
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agenteantiinfeccioso(96).Además,esteefectono solo implica unavariaciónsignificativaenla

actividad de antiñmgico, sino que también muestra una cierta similitud entre los valores

inhibitorios del 90 % (I%o), con tamañode inóculo de IO3UFC/ml y los del 25%(IC~) con

1O5UFC/mlen todoslos antifungicos.

Estefenómenoinfluye directamentesobreel tiempo de incubaciónde los cultivos. El

mayor crecimientode los microorganismosen las pruebascon un inóculo inicial de tamaño

elevado,implicanunalecturaanteriordelos resultado,siendolas 48 horasel momentoóptimo

de registro de los valoresinhibitorios para un inóculo de lO’UFC/ml y 72 horas para

IO3UFC/nil. Es lógico que esto suceda,puesto que cuantos más microorganismoshay

presentesen el cultivo, haymásdianasdel microorganismoparaocupar,lo queimplica menor

actividady un consumomásrápidodel firmaco.

El poderadelantarla lecturadelvalor inhibitorio delos agentesantifúngicosde 72 a las

48 horas de incubación, con tan sólo modificar el inóculo y sin interferir en el resultado,

suponeun avanceimportanteparalos laboratoriosclínicos.Estaconclusiónquedacorroborada

con la nuevasugerenciade la NCCLS parapruebasde sensibilidadconlevaduras,dondepara

Cr. neoformansel inóculo estándarseha aumentado(}Q4 UFC/ml), y el valor de sensibilidad

sedeterminaconfraccionesinhibitoriasmenores(ICso), comoya hemosdicho (25).

Sin embargo,y desdeun punto de vista enfocadoa la proyecciónclínica,los tiempos

mencionadosdistan mucho de aproximarsea los verdaderosintervalos de dosificación

empleadosen la administraciónde estos fármacosa personas,ya que en terapiaseacortan

dichosperíodos.Portanto,hemosde comprobarlo quesucedeantesde estaslecturasdelvalor

de inhibición del crecimientoy valorar la actividad de estosantifúngicosa lo largo de esos

períodos,pormediode lascurvasde letalidad.

Curiosamente,al evaluarel desarrollodela actividaden el tiempoconinóculo inicial de

IO3UFC/ml, todos los antifungicosestudiadosexcepto 13K 109,496, y a concentraciones

terapéuticas,mostraronun comportamientotiempo dependiente(considerandoestecomo la

minima variación encontradaen el recuento de la masa microbiana, al incrementar la

concentracióndel fármaco),mientrasquesi partimosdeun inóculo mayor(1 O5UFC/ml)todos

los fármacos excepto ketoconazol presentaronun comportamiento dependientede la

concentracióndelfármaco.

Conestedatopodemosafirmar queparadiseñarun modelo o sistemade predicciónde

la eficaciaterapéuticaen hongos,sedebeutilizar un tamañode inóculo máselevado,puesto

que así, la mayoríade los fármacosactuaránde maneraconcentracióndependientey, por
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tanto, nos permite daruna mayor importancia al coeficienteterapéutico(IQ), que, comoya

dijimos garantiza la eficacia de forma más fiable cuanto mayor es su valor. Además,las

principalesmanifestacionesno meníngeascausadaspor estalevadurapresentanun tamañode

inóculo elevada(alta carga criptococócicaen nódulos pulmonareso vesículas cutáneas)

(223,332,333)mientrasque las meníngeasestánsometidasa concentracionesde antifúngico

diferentesalas consideradasen suerodebiéndoseajustarel IQ.

Aunque en muchoscasos se obtengaun IQ razonablementeelevado,no podemos

garantizarqueseael óptimoparaestosantifringicos, puestoquela limitación impuestapor la

toxicidaden la administraciónde los mismosesmuy grande.Además,el optarpor un IQ de 4

comosugierenElner y Neu(30) no esdeltodo aplicablea la metodologíaconhongos,puesto

quelos intervalosde dosificaciónterapéuticason exageradamentemenoresquela lecturade

los resultadosde laspruebashechasen el laboratorio,imposiblesde realizarconperíodosmás

cortosa causade la fisiología de laslevaduras.

Estoimplicaqueya quenuncatendremosun IQ adecuadoque generetasasóptimasde

muertefúngica, no podremoscontrastarla actividadejercida in vuro por el fármaco con los

valorespresentesen el suerodurantela fasede mayorconcentración(pico sérico)y debemos

acudir a los parámetrosfarmacodinámicosquesebasanen la fase de baja concentraciónde

fármaco(o valle).

Así paraexplicar la eficacia iii vivo se ha de acudir al efecto postantifungicoy de

concentracionessub-CMI en dicha fase. Contodos los fármacosse ha obtenido un efecto

PAFEy de concentracionessubinhibitorias,suficientecomoparapodercompensarla carencia

de actividadfungicida duranteel periodode actividadconaltasconcentraciones.Esto permite

superarpor completo la interdosificaciónsin que se produzca un recrecimiento de los

microorganismos,hastaalcanzarconcentracionesde nuevo potencialmentepatógenascomo

defineel parámetroERT
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Del análisis de los resultados obtenidos en nuestro trabajo “Actividad y

farmacodinamia de cinco ant<fúngicos frente a Cryptococcusneofonnans” podemos

concluir que:

1) Laspruebasde sensibilidadde los antifingicosfrente a (Sr. neoformansestánclaramente

influidaspor el tamañode inóculo empleado.Se ha encontradociertacorrespondenciaentre

los valoresinhibitorios del 90% e inóculo bajo (IO3UFC/ml) y los de inhibición del 25% e

inóculo elevado (lO5UFC/ml). Este fenómenoes importante,puestoque los tiempos de

lecturadelos valoresinhibitoriossepuedenrealizarantescuandoseempleainóculo elevado.

2) Destacamosla claraactividad flmgicida inducida por concentracionesterapéuticasde los

agentesazólicosfluconazol,ketoconazoly UK 109,496,en contradel conceptogeneralizado

defungistasisdeestasmoléculas.

3) Igualmentequeconlaspruebasde sensibilidadel efectoinóculo esun factordeterminante

enlascurvasde letalidad.Conla excepcióndeketoconazol,todos los antii~ngicosmostraron

tendenciaa un comportamientoconcentracióndependientecuandose aumentóel inóculo de

partida.

4) Hemosdemostradoqueel PAPE de los cinco antifúngicosfrente a las dos cepasde (Sr.

neoformansdependeclaramentede la concentraciónempleaday la exposicióna la que se

sometenlas levaduras.Exposicionescortasa concentracioneselevadasno generaronPAFE

mientrasqueexposicioneslargascon concentracionesterapéuticassí. La relevanciade este

hechoestribaen quelosperfiles farmacocinéticosde los antifúngicos,a diferenciade lo que

sucedeconantibióticos,suelenpresentarunafasede eliminaciónprolongada,por lo quepara

simular un periodo de tratamientoen pruebasde efecto postantifúngicoconviene emplear

tiemposde exposiciónlargosy concentracionesterapéuticas.

5) Contodoslosagentesseencontróunapotenciacióndel efectoinhibidor delcrecimientoen

fasepostantiflingica,al ser expuestasde nuevoa concentracionesde antitúngicoinferiores a

la inhibitoria. Es importante considerar en estudios farmacodinámicosla acción de

concentracionesresidualeso subinhibitoriasen fase postantifúngicaya que, junto con el
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PAPE, pueden reemplazarla carenciade actividad microbicida de las concentraciones

suprainhibitoriasdeestosfármacosy mantenerla poblaciónmicrobianapordebajodel umbral

potencialmenteinfectanteen el periodoentredosis.

6) El suerohumanoen unaproporcióndel 10% interfiere con la actividad de los agentes

antifúngicosestudiadosa cualquierinóculo o concentración.Estefenómenoesposiblemente

atribuibleala reducciónde los tiemposde generaciónde las levaduras,inducidospor algún

factortermorresistente(probablementerelacionadoconel sistemade tamponado)presenteen

el suero.
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ANEXO 1

A continuaciónsedetallanalgunasde las característicasfisico-quimicasmásrelevantes
de las 5 moléculasanti~ngicasempleadasen elpresenteestudio.

NOMBRE GENÉRICO: Anfotericina B

TRUCTURAQU PROCEDE Bristol-Myers Squibb

FAMILIA.» Macrálido Poliénico

ANTIFUNGICOS

PESOMOLECULAR 924,10

DESCRIPCION FISICA Polvoocre, granulado

DISOLVEN DesoxicolatoSádico

MODO DE PREPARACIÓN

Preparación de una soluciónde desoxicolatosádico
tamponada con bicarbonato. Disolver la anfotericina
B en la solución anterior considerandola pureza de la
sustanciavalorada. Permitir la autoesterilización
durante 30 minutos. Congelaren lugar secoy oscuro.



NOMBREGENÉRICO:5-Fluorocitosina

TRUCTTYRA Q PROCEDENCIA Hoffmami-Lakoche.

N

N rC

E

NH2

FAMILIÁDE Derivado Pirimidinico

ANTIFUNGICOS

flSQ MOI~ECULAR 129,09

DESCIUPCION FISICA Polvoblanco, cristalino.

I)ISQLVE Agua destilada

. . MODO DEPREPABACIÓN

Disolverel polvo valorado de 5-Fluorocitosinaen
aguadestiladaestéril. Disolver en bafto caliente a
52

0Cdurante 30 minutos. Esterilizar por filtración.
Mantener en congelador(-20C).

NOMBRE GENÉRICO: Ketoconazol

UCTUIlA QUIMICA .
Janssen

PROCEDENCIA Pharmaceuticals

H

H
3CC—N N —{j>—. 00H2

CI

FAMILIA DE Moles
ANTIFUNGICOS

PESOMOLECULAR 531,44

DESCEWCION FISICA Polvo fino, blanco.

DISOLVENTE DMSQ

MODO.DE.PREPARACIÓN

Disolverla sustanciavaloradadeketoconazolen
DiMetil SullOxido (DMSO).Disolverenagitador
Vortex y conservarencongelador(-20

0C).U
U
u



NOMBRE GENÉRICO: Fluconazol

TRUCTURAQ ROCEDE Mack (Div. Pfizer S.A.)

14

14

F

.FAMILIADt
ANT WUGICOS

Moles

PESO MO 306,28

DESCRIPCION FISICA Polvo blanco,cristalino

DISOLVE Agua destilada.

MODO DE PREPARACIÓN

Disolver la sustanciavalorada de Huconazolen agua
destilada estéril y disolver agitando energéticamente.
Conservar a—200C

NOMBRE GENÉRICO: UK 109,496(Voriconazol)

ESThUCTURAQIAMICA PROCEDE PfizerSA.

FAMILIA .
ANTIFUNGICOS

Moles

PESO MOLECULAR 349,3

DESCRWCXON FISICA Polvoblanco

DISOLVENTE Agua ácida/DMSO

MODO DEPREPARACIÓN

SepuededisolverlamoléculaenClii 0,IM o en
DMSO.La conservaciónserealizaa—200C.

u
U
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bYNB-G <Basenitrogenada con tampón y siucosadapara levaduras

)

Paraprepararestecaldosedisuelveen mediolitro de aguadestiladael siguientetampón:

Na2HPO2 0.165g
KH2PO4 0.46g

Trasesterilizaren autoclaveestasolución,seincorporanlos siguientescomponentes:

YNB 3.35g
Glucosa 5 £

Seajustael pH de la soluciónaun valor de 7,2 acidificandoconClii 0. 1M o basificando
con NaOH bM.

Como medida preventivafrente a posibles contaminacionesbacterianasdurante los
ensayos,seaconsejala incorporaciónde las siguientescantidadesde antibióticos:

Cloranfenicol 0.1 g
Gentaniicina 0.02g

Unavez incorporadostodoslos componentesy homogeneizadala soluciónseprocedea
la esterilizaciónpor filtración (taniaflo de poro 22 g)

Cuandose realizó la pruebaparadeterminarel efectodel tampóncon bicarbonatoen el
crecimientode Cr. neoformansseutilizaronlos compuestoscorrespondientesal tampón
bicarbonatadoque se emplea en la preparacióndel caldo de crecimiento de hongos
RPMJ:

Ca(N03» 41120 100 mg/l
XCI 400 mg/l
MgSO4 7 H20 100 mgfl
NaCí 6000mg/l
NaHCO3 2000mg/l
Na2HPO47H2O 1512mg/l

SoluciónSalinaTanmonada

En un litro de aguadestiladaestéril sedisolvieronlos sigientesreactivos:

CINa Sg
KCI 0.12g
Na2IWO2 0.91g
KHyO4 0.2g

La mezclasehomogeinizay esterilizaen autoclave.



A2ar deSaboureaudcon Cloranfenicol

Se disolvieron 45.5 g de medio en polvo en 1 litro de aguadesionizada. Se calentóhasta
ebullir y posteriormente seesterilizó en autoclave. Una vez enfriado suficientemente(a
unos 5O-600C),sedispensael medio en placaspetri en una cantidad aproximada de 15 ml
por placa.
Tinción con Tinta China

.

Las células seobservaronal microscopioópticodisolviendoen un portaobjetosunagota
(20 gí) de cultivo liquido con Cr. neoformansjunto con una gota de tinta china,
extendiendola mezclay fijándola con un cubreobjetos
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