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Abreviaturas
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RI Resistencia intermedia a penicilina
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SNC
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THY
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Sistema Nervioso Central.

Sensible a penicilina.
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Tiempo por encima de la concentracién minima inhibitoria.
Todd-Hewit Yeast.

Unidades.

Unidades formadoras de colonias.

Virus de la Inmunodeficiencia Humana.
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Introduccion

ILA. INFECCION NEUMOCOCICA.

IILA.1. STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE.

Streptococcus pneumoniae es una bacteria perteneciente a la
familia Streptococcaceae, con forma de coco grampositivo y que se

agrupan por parejas cuando se ven con la tincion de Gram'.

Es un importante patégeno para el ser humano y desde hace
muchos afios se reconoce como una de las causas mas frecuentes de
otitis media y bacteriemia en nifios, de neumonia bacteriana adquirida en
la comunidad, asi como origen comin de meningitis bacteriana®. El
neumococo es un microorganismo frecuentemente aislado en tracto

respiratorio, especialmente en nifios®.

S. pneumoniae fue identificado paralelamente por Gram, que
aplicando su técnica de tincién, identificaba diplococos grampositivos en
los pulmones de pacientes fallecidos por neumonia; por otro lado, dos
autores alemanes, identificaban diplococos ligeramente elongados*®. Pero
no fue hasta 1881 cuando se demostré la existencia de la bacteria como
patdgena en animales, lo que fue descrito por Pasteur en Francia®’ y

Sternberg en EE.UU.%°. Estos autores inocularon muestras de saliva en

conejos y recuperaron diplococos de su sangre. La bacteria detectada fue
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Introduccion

llamada Microbe septicemique du salive por Pasteur y Micrococcus
pasteurii por Sternberg. Hasta 1974 no se le dio la denominacién actual
de Streptococcus pneumoniae, basandose en su crecimiento

caracteristico como cadenas de cocos'’.

Klemperer y Klemperer demostraron que el suero de conejos
inyectados con neumococos muertos por calor, contenia factores que
conferian inmunidad frente a reinfecciones por la misma cepa, aunque no
necesariamente frente a la reinfeccién con diferentes aislamientos
clinicos'"'2. Mas tarde se comprobd que este suero no era bactericida
pefo facilitaba la fagocitosis por las células del sistema inmunitario ™.
Posteriormente, y basandose en todo ello se sentaron las bases de lo que
hoy conocemos como inmunidad humoral™ . La inyeccién de neumococos
en conejos, desarrollaba una capacidad inmunizante que estimulaba la
produccion de anticuerpos séricos que aglutinaban y causaban hinchazon
capsular de la cepa inmunizante. Ello sirvid para desarrollar la
clasificacion del neumococo en cuatro grupos y 85 serotipos™. Estos 85

serotipos estan basados en los antigenos capsulares polisacéaridos.

Las vacunas neumocdcicas contienen 12, 14 o 23 antigenos de los

serotipos mas comunes, lo que representa del 68 al 97% de las cepas

causantes de enfermedad’. El descubrimiento de la penicilina, hizo perder

11
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interés por la vacuna, y no fue hasta la década de los setenta cuando se
reconocié la necesidad de una vacuna antineumocécica eficaz'®'’. La

vacuna actual contiene 23 serotipos.

En 1967, se describidé por primera vez in vitro un neumococo
altamente resistente a penicilina'® y mas tarde en Sudafrica se describié
un gran brote de infecciones neumocdcicas resistentes a este
antimicrobiano ™. La aparicién de estos brotes permitié el avance en los
conocimientos sobre el mecanismo de resistencia a penicilina y llevo a
relacionarlo con la alteracién de las proteinas fijadoras de penicilina

(PBPY'2

Actualmente, la infeccién neumocdcica sigue planteando problemas
tanto en el campo clinico, por su elevada incidencia en pacientes con
enfermedades subyacentes y en inmunodeprimidos, su elevada
mortalidad en algunos cuadros clinicos y las dificultades terapéuticas
derivadas de la aparicibn de resistencias a penicilina y otros
antimicrobianos. Ello hace que no haya acabado la investigacion en

diversos campos en la patologia referida a la infecciéon neumocécica.

12
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IILA.2. IMPORTANCIA, FRECUENCIA Y MORBIMORTALIDAD DE LA

INFECCION NEUMOCOCICA.

S. pneumoniae es causa de infecciones diversas, como oido
medio, senos paranasales, traquea, bronquios y pulmones por paso
directo de microorganismos colonizantes de la nasofaringe. Por otro lado,
infecciones del sistema nervioso central, endocarditis, infecciones de

articulaciones y peritoneales, asi como bacteriemia primaria®.

La importancia clinica de la infeccién neumocdcica depende de su
frecuencia y de la elevada mortalidad de diferentes formas clinicas. El
prondstico de las infecciones neumocdcicas depende en gran medida del
desarrollo de bacteriemia, de modo que la mortalidad de la bacteriemia
neumocdcica es del 25%>% . La mayor mortalidad en pacientes con
neumonia bacteriémica por neumococos resistentes a la penicilina
comparada con la mortalidad en pacientes con cepas susceptibles a la
penicilina, probablemente se deba al estado critico inicial de los pacientes,
mas que a la resistencia en si misma® . Aunque el neumococo solo
supone del 1% al 3% de las endocarditis® , su frecuencia como causa de
bacteriemia permanece estable y es la causa del 70% de las bacteriemias
ocultas en niﬁo;”. No obstante, la endocarditis neumocécica sigue

condicionando una elevada mortalidad?.
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Algunos estudios coinciden en que en la otitis media aguda el
agente etiolégico mas comunmente aislado es S. pneumoniae, estando
implicado en aproximadamente el 40-50% de los casos en los que se aisla
microorganismo, o bien en el 30-40% de todos los casos®. La capacidad
de esta bacteria para colonizar y después producir infeccidon esta
determinada por la gran adherencia que tiene por las células del epitelio

de nasofaringe.

En sinusitis, también es la primera causa, seguido de Haemophilus
influenzae. Es importante en la patogénesis de ésta la congestion previa
de las mucosas por causas alérgicas o virales, lo que provoca obstruccion
en las salidas de los senos impidiendo la normal aireacion y paso de
secreciones, lo que favorece la infeccibn por microorganismos

colonizantes.

S. pneumoniae esta implicado también, aunque con menos
frecuencia, en otras infecciones, como pueden ser la peritonitis bacteriana
espontanea primaria, sin que concurran otros focos de infecciéon®**. Por
otro lado, también encontramos algunos casos de artritis séptica

espontanea y osteomielitis vertebral ¥,

14
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Revisaremos con mas detenimiento las dos entidades clinicas mas
importantes, en cuanto a frecuencia y mortalidad provocadas por S.

pneumoniae.
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.A.2.a. NEUMONIAS NEUMOCOCICAS

Las neumonias continGan siendo un proceso clinico de aparicion
frecuente, causantes de morbilidad y mortalidad apreciables, suponiendo
las neumonias adquiridas en la comunidéd aproximadamente el 1,5% de
todas las infecciones respiratorias® . S. pneumoniae es una etiologia

importante entre las neumonias adquiridas en la comunidad (NAC)®.

El predominio de la neumonia neumocdcica ha sido demostrado
universalmente, estimandose que ocurren 100 a 200 casos por 100.000
habitantes®. La bacteriemia neumococica es mas frecuente en las edades
extremas de la vida. Asi, mientras que la incidencia global es de 18,7
casos por 100.000, en los menores de dos afos o superiores a 65 afios
es de 162,3 y 52,8 casos por 100.000, estando asociadas a neumonia en

el 31% y en el 75% de los casos, respectivamente®.

Determinadas enfermedades subyacentes crénicas condicionan un
alto riesgo de infeccion neumocécica. En dos series recientes de
neumonia neumocdcica, las enfermedades subyacentes cronicas mas
frecuentes fueron la infeccion por el VIH, la enfermedad pulmonar
38,39.

obstructiva cronica, el etilismo cronico, neoplasias y diabetes mellitus

Como se ha comentado, los ancianos, sobre todo en las 72 y 82 décadas,

16



Introduccion

tienen también un riesgo mayor de desarrollar neumonia neumocdcica*®*.

La neumonia neumocdcica se produce como resultado de la
microaspiracién o inhalacion de los microorganismos que han colonizado
la nasofaringe, siendo posible, en epidemias en comunidades cerradas,
la inhalacién de bacterias suspendidas en el aire tras la evaporacion de
goticulas de secrecién®. Los’anticuerpos frente al polisacarido capsular
del neumococo son considerados generalmente como el mecanismo
inmunolégico principal de resistencia a la infeccién por S. pneumoniae. No
obstante, la relativamenté baja prevalencia de anticuerpos IgG frente al
neumococo (15% en establecimientos militares y 33% en varones
adultos)® contrasta con el hecho de que la neumonia neumocdcica no
aparezca con mayor frecuencia. El motivo puede ser que la colonizacién
nasofaringea por neumococo se sigue de la aparicién de anticuerpos
frente al polisacarido capsular, probablemente en 1 0 2 semanas en la
mayoria de las personas. Las personas que no tienen factores
predisponentes desarrollarian inmunidad antes de que pueda aparecer la
neumonia. En cambio, las personas que tienen alguna alteracion de los
mecanismos de defensa respiratorios, tales como algunas de las
enfermedades subyacentes crénicas de las citadas anteriormente y
enfermedades \;irales como la gripe, tienen mayor probabilidad de

desarrollar neumonia, antes de la respuesta de anticuerpos® y, por

17
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supuesto, las personas con pobre produccion de anticuerpos permanecen

susceptibles mientras estén colonizados.

Numerosos estudios constatan que el neumococo continda siendo
uno de los principales causantes de la neumonia adquirida en la
comunidad (NAC). S. pneumoniae es la causa del 9,6%-48,8% de las
NAC con diagnéstico etiolégico***®, en series en las que se excluyen en
general pacientes con inmunodeficiencias y neumonias graves, siendo el

primer agente*>“®

o el segundo en frecuencia***%® . En las NAC con
criterios de gravedad, el neumococo continla como la etiologia mas
frecuente, entre el 29,1% y el 43,6%°"°2% | En personas ancianas es el

agente mas frecuente® o bien es la segunda etiologia detras de la

neumonia gripal®.

En las neumonias nosocomiales los neumococos son agentes
etioldgicos menos frecuentes, oscilando entre el 10,4% y el 25% *** de las
neumonias hospitalarias con diagnéstico etiolégico, que ocurren en
distintas areas del hospital. En las neumonias nosocomiales que ocurren
en pacientes con ventilacion mecanica, la incidencia de la etiologia
neumococica es inferior a la de los bacilos gramnegativos aerobios y

Staphylococcus aureus, sin embargo, cabe encontrar S. pneumoniae

como causante entre el 6% y el 15%°° . En esta situacion, es mas

18
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frecuente entre aquellos pacientes que no han recibido previamente
tratamiento antimicrobiano®, no siendo un factor que incremente la

mortalidad en este grupo de pacientes®®.

Por (itimo, entre las neumonias en inmunodeprimidos, el
neumococo se encuentra como agente frecuente. Entre neumonias
graves, en pacientes con diversos tipos de inmunodepresion, S.
" pneumoniae fue la causa del 31,2% de las neumonias con diagndstico
etiolégico®™. S. pneumoniae es el agente etiolégico mas frecuente en las
neumonias bacterianas que ocurren en los infectados por el VIH, con una
frecuencia entre las etiologias demostradas del 33%-50%%"%, con una
tasa de ataque unas seis veces superior a la de la poblacién general®®,
La causa de este aumento de la enfermedad neumocdcica en los
infectados por el VIH parece estar en una respuesta de anticuerpos
especificos deprimida y en una alteracion de ia inmunidad de la mucosa
respiratoria®. Ademas, la enfermedad neumocdcica asociada a la
infeccion por el VIH presenta tasas elevadas de enfermedad invasiva

recurrente o de reinfeccion®.

La clinica de la neumonia neumocdcica ha sido considerada como

el prototipo de la neumonia bacteriana "tipica". El comienzo es abrupto,

con escalofrios intensos y fiebre alta mantenida, en alrededor del 80% de
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los pacientes®®, sobre todo en personas previamente sanas y en
situaciones endémicas o epidémicas*. La tos es precoz, haciéndose
productiva, con esputo purulento y ocasionalmente hemoptoico en el 75%
de los casos**®®. El dolor de costado, que aumenta con las excursiones
respiratorias, traduce la afectacién de la pleura visceral. Sintomas
acompanantes son la debilidad importante, anorexia y cefaleas. Es posible
una instauracion en varios dias, en los cuales se produce un deterioro de
la enfermedad subyacente crénica 0 han habido sintomas de una
enfermedad viral* o bronquitis aguda previas®. En las personas ancianas
el cuadro puede ser atipico, manifestandose con deterioro del estado
general, con tos y expectoracién escasa, fiebre moderada y a veces
ausente. En cambio, la presentacidn mas aguda ocurre en pacientes

esplenectomizados®®.

La exploracidn clinica muestra un paciente con signos evidentes
de enfermedad, fiebre de alrededor de 39°C, taquicardia, taquipnea*®®®,
y herpes labial en el 13%-20% de pacientes® % En el aparato respiratorio
puede revelar matidez en alrededor del 50% de los casos*, estertores
humedos crepitantes, soplo bronquial y, eventualmente, semiologia de
derrame pleural. El 8%-10,9% de pacientes presentan shock, en

neumonias con una proporcion elevada de bacteriemia®*. La leucocitosis

neutrofilica es com(n*? y en casos graves hay hipoxemia. Puede haber
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hiponatremia como expresién de secrecién inadecuada de ADH®.

La radiologia suele mostrar condensacién lobar homogénea®,
aunque la afectacion completa de un Iébulo pulmonar puede ocurrir solo
en el 3% de los casos¥. Pueden existir infiltrados en una o varias areas
segmentarias de tipo bronconeumémico®. Existe extension a dos lébulos
en el 10%-25% y tres I6bulos en el 1%-5%%***%°, con bilateralidad en el
8%*. En el 25%-30% de los casos existe derrame pleural, con
caracteristicas de exudado y de cuantia pequefia 0 moderada. El
empiema ocurre en la actualidéd en el 1% de los casos, acompariandose
de fiebre y |eucocitdsis mantenidas®®. La pericarditis purulenta es una
complicacion poco frecuente. Puede existir cavitacion hasta en el 11%*

y se han descrito casos de absceso de pulmon®®7°,

La neumonia neumocécica es bacteriémica eh el 25%-37% de los
casos™’'. La frecuencia de bacteriemia varia en relacién con el serotipo,
siendo del 62% en un brote de neumonia por S. pneumoniae serotipo 1%
También es significativamente mas frecuente entre aquellos con
enfermedad subyacente (66%) que entre los que no la presentan (30%)%".
En los infectados por el VIH hay bacteriemia en la neumonia neumocécica

en el 60%-76% de los casos®®.
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La neumonia neumocoécica bacteriémica esta gravada con una
mortalidad significativa que oscila entre el 23% y el 45%"'7"® Sin embargo,
la mortalidad en algunos paises, como Suecia, es considerablemente
inferior, sin que se conozcan todos los factores implicados. En un estudio
retrospectivo comparativo entre neumonias neumocécicas bacteriémicas,
la mortalidad fue del 5% en Estocolmo (Suecia), frente al 26% en
Huntington (WVa, USA)™“. Diversas caracteristicas de la poblacion
estudiada o clinicas se asocian con una mayor mortalidad, como la
presencia de empiema inicial”', la afectacién multilobular, el shock séptico

y la inmunodeficiencia previa®.

La presencia de coinfeccion por el VIH no empeora el prondstico
de la neumonia neumocdcica, siendo la mortalidad en los casos
bacteriémicos (6%) inferior que en la poblacién control de la misma edad
(18%)%. En un estudio posterior, la mortalidad de la neumonia
neumocdcica bacteriémica en pacientes con SIDA (57%) fue superior que
en la poblacién sin infeccién por el VIH (25%), pero con curacion de todos
los episodios de neumonia en los infectados por el ViH sin SIDA, lo que
puede atribuirse a que este ultimo grupo tenia mejor respuesta humoral

ademas de la edad joven”.
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ILA.2.b. MENINGITIS NEUMOCOCICA

La meningitis causada por S. pneumoniae es una enfermedad
grave que, a pesar de la instauracion de un tratamiento antibiético
apropiado y medidas de soporte adecuadas, sigue asociandose a una
elevada mortalidad y a elevadas secuelas neurolégicas en los

supervivientes’®.

La incidencia de meningitis neumocdcica no se conoce con total
exactitud, pero la mayoria de los trabajos muestran una incidencia
aproximada de 0,5 a 2 casos por 100.000 habitantes y afio, segun los

grupos de edad, raza y area geografica estudiada’.

En Espana, S. pneumoniae es la segunda causa de meningitis
bacteriana después de  Neisseria meningitidis™®’®, en adultos,
adolescentes y nifios mayores, siendo el agente etioldégico mas frecuente
en adultos con edad superior a 30 afos’"’®, constituyendo
aproximadamente de un 30% a un 50% de los casos de meningitis
bacteriana del adulto™. Con respecto a los nifios, es la tercera causa Jmés
frecuente de meningitis, siguiendo a N. meningitidis y Haemophilus spp. .

En EE.UU., en un estudio publicado por los C.D.C. (Centers for
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Disease Control and Prevention) en 1990, H. influenzae es el agente
causal mas frecuente de meningitis bacteriana (45%), seguido de S.

pneumoniae (18%) y N. meningitidis (14%)®'.

La etiologia neumocdcica de los procesos meningeos, se ve
favorecida por traumatismos accidentales o quirﬂrgricos, defectos
congénitos, lesiones anatémicas adquiridas, focos de infeccién
parameningeos y determinadas situaciones de inmunodepresién como
agammaglobulinemia, leucemia, mieloma multiple, linfoma y anesplenia.
En una serie de 29 casos de meningitis neumocdcica de 1990, un 75% de
los adultos y un 90% de los nifios presentaban enfermedad de base o

factores predisponentes®’.

La patogénesis de la meningitis neumocdcica esta directamente
relacionada con la colonizacién de senos paranasales, oido medio, o
resultado de la invasién de los plexos coroideos como consecuencia de
una bacteriemia previa®. En un trabajo en el que estudian 70 episodios de
meningitis neumocacica, comprueban que la otitis media aguda fue el foco
de origen en el 34% de los casos, en el 11% existia una fistula de liquido
cefalorraquideo y en el 9% una neumonia®.

Los mecanismos celulares implicados en la produccion de la
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meningitis neumocdcica, son los mismos que para el resto de las
infecciones por este germen. Ademas, en la meningitis se produce una
reaccion inflamatoria meningea en la que pueden estar implicados el

factor de necrosis tumoral, la interleucina-1 y la interleucina-6-.

La caracteristica mas importante que distingue a la meningitis
neumocdcica del resto de las meningitis de la comunidad es su gravedad,
debido a la gran reaccién inflamatoria que se produce en el espacio 77
subaracnoideo y a que aumenta durante las primeras horas del
tratamiento antibiético por efecto de la lisis bacteriana’ La mortalidad de
la meningitis neumocdcica del adulto es de aproximadamente el 30%, lo
cual no se ha modificado de forma signiﬁcativa en los ultimos afos, a
pesar de las nuevas medidas de soporte asi como el uso de potentes
antibiéticos”®. Mas de la mitad de los fallecimientos ocurren precozmente,

dentro de las primeras 48 horas’®%,

A veces el cuadro clinico que se presenta es el de una sepsis
severa, con neumonia y eventualmente endocarditis y/o pericarditis; estos
pacientes pertenecen a un subgrupo de riesgo de padecer infecciones
neumocécicas graves, suelen presentar leucopenia y padecer
enfermedades de—bilitantes como alcoholismo, cirrosis hepatica, mieloma

multiple o esplenectomia’®®'. Pero la gran mayoria fallecen por la
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progresion rapida de los signos neuroldgicos. El edema cerebral
citotéxico, la hipertension intracraneal, la reduccién del flujo sanguineo y
las consiguientes alteraciones metabdlicas provocan un dafo cerebral

precoz78,81.82

Por otro lado, los fallecimientos tardios pueden deberse a la
compresion cerebral resultante del edema intersticial y las complicaciones

isquémicas secundarias a vasculitis de vasos meningeos o cerebrales’.

Factores de mal prondstico de la meningitis neumocécica son la
edad avanzada, que el origen de la infeccién ‘esté lejos del SNC, el
shock, el estado de coma profundo al ingreso y el desarrollo de
convulsiones tras el ingreso’®®2. La mortalidad es menor cuando la
meningitis es secundaria a la existencia de una fistula de liquido

cefalorraquideo’.

En un trabajo reciente en el que se estudian 70 casos de meningitis
neumocacica, la mortalidad global fue del 23%, los factores asociados con
una evolucion desfavorable fueron la existencia de enfermedad de base
asociada, la alteracién marcada del nivel de conciencia al diagnéstico, la
coexistencia de neumonia y la ausencia de tratamiento adyuvante™. En

los dltimos afios parece demostrarse que el tratamiento adyuvante de la
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meningitis neumocédcica con dexametasona en los nifios y con manitol,
dexametasona y fenitoina en los adultos, no solo reduce la mortalidad de

ésta sino que también disminuye las secuelas neurologicas®3#,
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II.LB. RESISTENCIAS DE S. PNEUMONIAE A LOS

ANTIMICROBIANOS.

La infeccion por S. pneumoniae constituye un problema de
actualidad por las resistencias a antimicrobianos habitualmente
empleados en su tratamiento, asi como por la elevada mortalidad de las
infecciones neumocdcicas bacteriémicas®?*. Aunque desde 1943 se
conoce la existencia de neumococos resistentes a sulfamidas, es a partir
de 1967, con la deteccidén de neumococos con sensibilidad disminuida a
penicilina’®®, cuando comienza a surgir inquietud en el tratamiento de las
infecciones por este microorganismo. Desde entonces, se han descrito en
numerosos trabajos cepas de neumococos con sensibilidad disminuida a
penicilina, la mayoria con resistencia intermedia (RI), con concentracién
minima inhibitoria (CMI) de penicilina entre 0,1 y 1 mg/L, y menos
frecuentemente resistentes a penicilina (R), con CM! de penicilina > 2

mg/L. Estas cepas pueden mostrar resistencia a otros antimicrobianos

(multirresistencia), lo que implica un problema terapeutico importante.

En Espania, y de acuerdo con diferentes autores, la resistencia de
S. pneumoniae a penicilina ha evolucionado desde un 4.3%-6% en 1979
hasta un 18%-26.6% en 1992. En lo referente a cepas de elevado nivel

de resistencia se ha pasado desde el 0% en 1979 al 8.3%-14.9% en
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1992%%_ En un estudio realizado en 1982 por el Centro Nacional de
Microbiologia y Virologia (Instituto de Salud Carlos lll) con 318 cepas de
S. pneumoniae aisladas en sangre y LCR encuentran que un 8.7% de las
cepas presentan Rl a penicilina®. En un estudio prospectivo de 10 afios
en el area de Barcelona, entre enero de 1984 hasta diciembre de 1993,
en el que se estudiaron 504 pacientes con neumonia neumocdcica, el
29% de las cepas eran resistentes a penicilina (CMI de penicilina G de
0.12 a4 uyg/mL)¥. En otro estudio sobre portadores sanos, realizado en
326 nifios del area de Barcelona, se encontré un 35,9% de cepas de
neumococos con sensibilidad disminuida a penicilina, en su mayor parte

RI% .

Si comparamos los resultados de la sensibilidad de 865 cepas de
S. pneumoniae aisladas en infecciones invasivas en el Hospital de
Bellvitge (Barcelona) durante el periodo de 1979 a 1990% con los de dos
trabajos del CNMV de Majadahonda con cepas enviadas por distintos
hospitales de toda Espafia de 1979 a 1989 y de 1990 a 1994%%°"
observamos que los porcentajes de resistencia a penicilina (CNMV vs.
Hospital de Bellvitge) fueron del 27.8%-49.8% vs. 21.9%, de los cuales
eran Rl 18.6% (en el periodo 1979-1989) vs. 13.9% y R 9.2% {(en el

periodo 1979-1989) vs. 7.9%.
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Durante el periodo 1990-1993 se aislaron en nuestro hospital 91
cepas de S. pneumoniae (19 nifios y 72 adultos) correspondientes a
infecciones neumocdcicas invasivas. En el periodo comprendido entre
1990-1991, la tasa global de resistencia a penicilina fue de 36.3% (31.8%
de Rly 4.5% de R)*#%2 En el periodo comprendido entre 1992-1993, se
observé una tasa de resistencia a penicilina del 36.1% (R1:17.0%,
R:19.1%)%. Analizando comparativamente los dos periodos se aprecia
que se mantienen estables las tasas de resistencia frente a penicilina,
existiendo una leve tendencia ascendente de la alta resistencia a

penicilina®.

En el estudio que se realizé en 1991 sobre nifios sanos de dos
colegios del area de Sevilla, el 48.3% de los neumococos aislados
mostraban sensibilidad disminuida a penicilina, corresbondiendo el 39,3%
a Rl y el 9% a R**, El mismo trabajo anterior se repitié en 1993 en los
mismos colegios, obteniéndose una tasa de resistencia a penicilina del

33.2% (RI: 24%, R: 9.2%)>%,

En cuanto a las evolucién de las resistencias a cefalosporinas, en
el estudio de Pallares et al entre enero de 1984 hasta diciembre de
1993, el 6% de las cepas eran resistentes a cefalosporinas (CMI de

cefotaxima o ceftriaxona de 1 a 4 ug/mL). En el trabajo del CNMV de
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Majadahonda en el periodo 1990-1993%" los porcentajes de resistencia

a cefotaxima fueron del 4.8% en 1990 al 1% en 1993.

En los trabajos de nuestro hospital entre 1990-1991, hubo una tasa
muy elevada de resistencia a cefonicid (86.3%) y mas moderada frente a
cefuroxima (RI:4.5%, R:18.1%). Frente a cefotaxima solo hubo resistencia
intermedia (2.2%). Se detectd una sola cepa resistente a ceftriaxona
(2.2%) y un 15.9% con resistencia intermedia*®. En el periodo
comprendido entre 1992-1993, siguid existiendo una tasa global elevada
a cefonicid (63.8%) y similar al periodo anterior frente a cefuroxima
(25.5%). En cuanto a cefotaxima la Rl fue algo mas elevada (8.5%). Con
respecto a ceftriaxona, existié una ligera elevacién de Iarresistencia
intermedia(23.4%) y de la resistencia (4.2%)*%. Analizando
comparativamente los dos periodos se aprecia que se mantienen estables
las tasas de resistencia frente cefuroxima y cefonicid. Asimismo se
aprecio una tendencia creciente de las tasas de resistencia intermedia a

cefotaxima y ceftriaxona®®>%2.

En los estudios que se realizaron en 1991 y 1993 sobre nifios
sanos del area de Sevilla, hay que destacar en el primer periodo los
porcentajes elevados de resistencia a cefuroxima (RI: 13.1%, R: 28.2%)

y cefonicid (RI: 5%, R: 51.5%). Con respecto a cefotaxima hubo un 9%
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con resistencia intermedia y un 1% resistentes a este antibiético®>®. En el
segundo periodo se obtuvo una tasa de resistencia a cefuroxima y
cefonicid moderadamente elevadas. No hubo altas resistencias ni a

cefotaxima ni a ceftriaxona®®,

En lo que respecta al analisis de las resistencias al resto de
antimicrobianos, en el estudio de 1982 del CNMV (Instituto de Salud
Carlos 1) con 318 cepas de S. pneumoniae aisiadas en sangre y LCR,
el 67% eran resistentes a tetraciclina el 20% a cloranfenicol y 1.8% a

eritromicina®.

Si comparamos los resultados de la sensibilidad de cepas de S.v
pneumoniae aisladas en infecciones invasivas en el Hospital de Bellvitge
(Barcelona) durante el periodo de 1979 a 1990% con los de un trabajo del
CNMV de Majadahonda de 1979 a 1989%, observamos que los
porcentajes de resistencia (CNMV vs.Hospital de Bellvitge) fueron como
sigue: eritromicina 5.1% vs 4.3%; tetraciclina 56.2% vs 45.6% vy

cloranfenicol 43.1% vs 36.6%.

Segun el CNMV (Majadahonda, Madrid), Las tasas de resistencia
a eritromicina a IE) largo de 1990-1994 fueron de 14.3%, 17.2%, 18%,

20.7% y 16.7%, respectivamente®*. Lifiares et al, analizando 1233 cepas
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aisladas de infecciones sistémicas desde 1979 hasta 1994, han
comprobado que la resistencia a tetraciclina y cloranfenicol ha descendido
significativamente en esos 12 anos. Observandose también un aumento
de las cepas resistentes a eritromicina a partir de 1986, coincidiendo con

un mayor consumo de macrolidos®®.

En nuestro hospital, se realizé un estudio de 1990-1993 con 91
cepas de S. pneumoniae correspondientes a infecciones neumocdcicas
invasivas. En el periodo comprendido entre 1990-1991, la resistencia a
eritromicina fue escasa (9%) y no hubo cepas resistentes a
vancomicina®?®. En el periodo comprendido entre 1992-1993, se aprecid
un ligero ascenso de la resistencia a eritromicina (14.8%) y al igual que en
el periodo anterior, no hubo ninguna cepa resistente a vancomicina®®,
Analizando comparativamente los dos periodos se aprecia que se
mantienen estables las tasas de resistencia frente a tetraciclina. Existié
una leve tendencia ascendente de la resistencia a eritromicina y la

resistencia a cloranfenicol tuvo un leve descenso®%%,

En los estudios de 1991 y 1993 sobre nifios sanos en Sevilla, en
1991 hay que destacar los porcentajes elevados de resistencia a
tetraciclina (42.4%), asi como un porcentaje de resistencia a eritromicina

moderadamente elevado (RI: 8%, R: 15.1%)%*%. En 1993 no hubo aitas
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resistencias a eritromicina, la resistencia a cloranfenicol fue del 16.6% y
a tetraciclina del 29.9%, no existiendo cepas resistentes a vancomicina ni

a teicoplanina®®.

En un trabajo de Appelbaum de 1992 se hace un resumen del
estado de la sensibilidad de S. pneumoniae a penicilina en diversas
partes del mundo®, de los datos que se presentan en este trabajo
destacaremos algunos que nos han parecido de mas significacién a la
hora de conocer como se encuentra la situacion en el resto del mundo. Se
puede destacar que en Australia la resistencia a penicilina ha pasado del
0.4% en el periodo 1967-1970 al 1.1% en el periodo 1971-1976. En
Francia de tener un 0.3% de cepas resistentes a penicilina en 1980-1986,
el porcentaje ha pasado a ser del 12.5% en 1990. En Inglaterra el
ascenso ha sido menor, pasando de ser 0.1% en 1977 a tan solo un 2.5%
12 afios mas tarde. Hay que destacar que en Sudafrica, lugar donde se
detectaron las primeras cepas resistentes, se pasé de ser resistentes a
penicilina el 62.2% de las cepas de S.pneumoniae en 1977 a tener en
1990 un 14.2%, no obstante este descenso no ha sido progresivo, sino
que tras un descenso mas o menos mantenido hasta 1986, en este afio
se produce una nueva subida (24.2%) para posteriormente continuar
bajando. En Japén existe también un importante problema, ya que en

1991 el porcentaje de cepas resistentes a penicilina fue del 27.8%,
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cuando en el periodo 1984-1989 solo era del 5.9%. Importante es también
el nivel de resistencias en Hungria, donde en 1988-1989 se encontraba
en el 57.8%. En cuanto al nivel de resistencias a eritromicina, en Estados
Unidos ha pasado del 6.3% en el periodo 1979-1981 al 0.3% en el
periodo 1979-1986. En Francia por el contrario del 2.2% en 1970-1979 ha
subido al 14.7% en 1980-1986; lo mismo ha ocurrido en Sudafrica que del

1.2% en 1977 ha pasado al 17.7% en 1986%.

Como consecuencia de la aparicion de cepas resistentes a
cefalosporinas, y su repercusion sobre el tratamiento de la meningitis,
dada la dificultad de penetracién en el espacio subaracnoideo de los
antimicrobianos, los NCCLS han modificado recientemente los criterios de
susceptibilidad y resistencia de los neumococos a antimicrobianos *. Los
criterios actuales de S, RI, R, respectivamente son: penicilina <0.06,
0.12-1, :2; cefalosporinas <0.5, 1, =2; eritromicina <0.25, 0.5, =1,

vancomicina <1; rifampicina <1, 2, >4 mg/L, respectivamente.
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I1.B.1. FACTORES ASOCIADOS A LAS RESISTENCIAS.

Los tres paises donde es mas alta la incidencia de neumococos
penicilin-resistentes son Sudéfrica, Esparia y Hungria®™ Parece existir una
asociacion entre determinados serotipos y el grado de sensibilidad de
S.pneumoniae a penicilina. En Sudafrica, los serotipos aislados con mayor
frecuencia son el 6, 14, 19 y 23. En Espafia los serotipos mas
comunmente aislados en cepas resistentes en hemocultivos son el 6, 9,
19y 23; en muestras de LCR son el 6, 9 y el 23; en muestras pulmonares
son mas frecuentes el 6, 9, 14, 19 y 23. En Hungria los serotipos de las
cepas resistentes son el 19A, 6B y el 23F. En Francia, el problema de los
neumococos resistentes a penicilina ha sido importante durante afios, los
serotipos 6, 14, 19 y 23 fueron los mas frecuentemente aislados. Estudios
moleculares han puesto de manifiesto que el serotipo 23F es
probablemente el mas frecuente en Espafia, Francia y Estados

Unidos®%.

En un estudio realizado por el Centro Nacional de Microbiologia
(Majadahonda, Madrid), analizan 2197 cepas de S.pneumoniae aisladas
en pacientes con neumonia, bacteriemia 0 meningitis. Los serotipos
determinados fue—ron el 3(11%), 6(9%), 23(9%), 19(7%), 9(7%), 1(6%),

5(6%), 8(5.5%), 14(5%), 4(4%) y el 15(4%). Los serotipos 23 y 19 son los
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que se corresponden con mayor frecuencia a cepas resistentes a
penicilina y los que se corresponden con la menor frecuencia sonel 8y

el 12 %

En un trabajo realizado en nuestro hospital® se analizaron los
serotipos mas frecuentemente aislados, tanto en muestras clinicas como
en portadores escolares. En los portadores los serotipos mas
frecuentemente aislados fueron el serotipo 3(20.9%), el 19(17%) y el
23(11.6%), le seguian en orden decreciente el 6, 11, 9, 14, 18, 22y 8. En
el grupo de enfermos con infeccion neumocécica invasiva, los mas
frecuentes fueron el 3 (14.9%), 14(12.6%) y el 23(8%), le seguian el 5, 6,
9, 19y el 18. Los serotipos 14 y 23 fueron los mas frecuentes en cepas

resistentes a penicilina®.

Diversos trabajos demuestran que los serotipos mas comunes

entre las cepas resistentes a penicilina son el 6B, 14, 19F y 23,

En algunos studios se pone de manifiesto la relacién de diversos
factores de riesgo con los aislamientos de cﬁepas de neumococos
resistentes a antimicrobianos®®%, estos factores son la edad de los
enfermos, la adr;ninistracién previa de antimicrobianos B3-lactamicos y

como se ha comentado anteriormente, determinados serotipos.
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En un estudio de casos y controles de Pallarés et al, demuestran
como la apricién de infecciones por cepas de neumoccos resistentes a
penicilina esta significativamente relacionado con episodios previos de
neumonia, hospitalizacion previa, uso previo de antibidticos

betalactamicos, infeccion nosocomial ¢ estado inicial critico®.

En un trabajo realizado en Madrid, encuentran asociacion entre la 
presencia de neumococos resistentes y enfermedades de base
rapidamente fatales, con la inmunodepresion, la administracién previa de
antimicrobianos, la hospitalizacién previa, la primera decada de la vida y

los serotipos 14 y 23%.

En la revisiéon de Klugman de 1990, se hace referencia a los
diversos factores que se asocian a la aparicién de infecciones por
neumococos resistentes®, ademas de los serotipos mas frecuentes como
ya se ha comentado anteriormente, aparecen factores como la edad. La
aparicion tanto de infecciones como de portadores por cepas resistentes
esta relacionado con mayor frecuencia con los nifios, por otro lado la
hospitalizacion previa en nifios se asocia con una mayor frecuencia de
infecciones por cepas de neumocdco con alto nivel de resistencia a
penicilina o con ﬁwultiple resistencia, mientras que en adultos esta mas

relacionada con neumococos resistentes a tetraciclinas®®. Por otro lado
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existen evidencias de que la previa exposicién a los antimicrobianos
predispone a una mayor incidencia de portadores de cepas de
neumococos resistentes y consecuentemente el incremento de la

diseminacién de estas cepas®.

En el trabajo realizado en nuestro hospital® se analizan los factores
de riesgo para la adquisicién de neumococos resistentes a penicilina en
enfermos con enfermedad neumocdécica invasiva. Segun estos datos no
existen diferencias significativas entre los porcentajes de pacientes con
infecciones causadas por cepas de S. pneumoniae sensibles o resistentes
a penicilina por tener alguno de los siguientes factores: hospitalizacion
previa, enfermedad subyacente crénica, infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia humana o uso previo de R-lactamicos. Se constataron
diferencias significativas cuando la infeccion era nosocomial y cuando los
serotipos eran el 14 y el 23, siendo en estos casos mas frecuentes las

infecciones causadas por cepas resistentes a penicilina.
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I.B.2. MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA DE S.

PNEUMONIAE.

La resistencia a penicilina del neumococo se debe Gnicamente a
alteraciones en las proteinas fijadoras de penicilina (PBP), que tienen una
afinidad reducida por la penicilina y los | demas antibidticos
betalactamicos®. S. pneumoniae sigue siendo unc de los pocos
patégenos en los que nunca se ha detectado produccién de
betalactamasas. Los neumococos sensibles a penicilina tienen 5 PBP de
alto peso molecular (1a, 1b, 2a, 2b y 2x) y una de bajo peso molecular
(PBP3), que posiblemente no estd implicada en los mecanismos
bactericidas de los betalactamicos. La resistencia a la penicilina de los

neumococos implica alteraciones en las PBP 1a, 2x y 2b%.

Las PBP de alto peso molecular de los neumococos también tienen
reducida su afinidad por el resto de betalactamicos. Como consecuencia
de esto los neumococos resistentes a penicilina tienen resistencia cruzada
con el resto de betalactamicos®. Sin embargo existen diferencias, y
mientras antibiéticos como ceftriaxona, cefotaxima, cefpiroma, imipenem
y meropenem presentan mayor actividad que la penicilina frente a cepas
resistentes a ésta,- otros como cefixima, ceftizoxima, cefaclor, ceftazidima,

cefoxitina y cefonicid tienen escasa actividad in vitro frente a estas
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mismas cepas, por lo que no deberian emplearse para tratar infecciones

causadas por ellas®.

La resistencia a penicilina es solo una parte del problema. La
frecuencia de resistencia a otros antimicrobianos como eritromicina,
trimetoprim-suifametoxazol y tetraciclina es mucho mayor en cepas R a
penicilina que en cepas S?''. Desde hace afios se han venido
describiendo en relacidén con la resistencia de neumococos a diversos
antimicrobianos como las tetraciclinas, el cloranfenicol y la eritromicina,
la existencia de genes responsables de estas resistencias®. Todo esto
fue el preludio de la identificacion en 1986 de elementos conjugativos
cromosomales que transfieren resistencia multiple de las cepas de
neumococo. El transposon Tn 1545 transfiere resistencia al cloranfenicol,
eritromicina, kanamicina y tetraciclina, mediante diferentes genes®; esto
hace que la multiresistencia pueda ser adquirida por transferencia
horizontal de material genético probablemente de otras especies

bacterianas®?.
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II.C. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD NEUMOCOQCICA

I1.C.1. TRATAMIENTO DE LA NEUMONIA NEUMOCOCICA

El interés en el tratamiento de la neumonia neumocécica
viene motivado por la elevada mortalidad y por la creciente proporcion de

neumococos con sensibilidad disminuida a la penicilina.

La penicilina es el antibidtico de eleccién para las
neumonias neumocdcicas causadas por cepas sensibles. La eleccion del
tratamiento antimicrobiano estd en discusiéon para las neumonias
causadas por neumococos con resistencia intermedia a la penicilina. Se
ha sugerido que las neumonias neumocécicas bacteriémicas o no,
causadas por cepas con CMI de penicilina no superior a 2 pg/mi, pueden
ser tratadas con penicilina intravenosa, a dosis entre 150.000 y 250.000
U por Kg de peso y dia®. Recientemente se ha evaluado la utilidad de la
penicilina procaina (1,2 x 10° U cada 12 horas) en la NAC presuntamente
neumococica, excluyendo los casos severos o con inmunodeficiencias,
obteniéndose la curacién en el 81% de los casos y sin ningun exitus, o
que sugiere que la penicilina procaina es (til en esta situacién clinica’®.
Los resultados de otro estudio retrospectivo sobre la evolucion de NAC,
incluyendo casoé con resistencia intermedia y elevada a penicilina,

muestran una evolucion satisfactoria en el 87% de los pacientes que
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recibieron penicilina, apoyando los comentarios anteriores'™. La
neumonia causada por cepas con CMI de penicilina superior a 2 pg/ml
debe ser tratada con antimicrobianos alternativos, sobre todo en
pacientes neutropénicos o con otras inmunodeficiencias®. En estos casos
la eleccion puede recaer en la eritromicina, aunque la elevada proporcién
de resistencia a eritromicina probablemente obligara a escoger entre los
antibidticos R-lactamicos mas activos frente a neumococo, como

cefuroxima, cefotaxima o ceftriaxona®.

Sin embargo, no existen estudios clinicos comparativos que
permitan contestar incuestionablemente cual es el mejor tratamiento de
neumonias causadas por cepas con disminucién de la sensibilidad a 2-

lactamicos.
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I1.C.2. TRATAMIENTO DE LA MENINGITIS NEUMOCOCICA

El primer objetivo del tratamiento de la meningitis neumocécica
consite en obtener una esterilizacion rapida del LCR, medianté un
tratamiento antibidtico capaz de proporcionar una adecuada actividad
bactericida en el mismo. Dicha actividad se obtiene cuando la
concentracién antibiética en el LCR es alrededor de diez veces superior
a la concentracion bactericida minima (CMB) de la cepa infectante™.
Siempre que la cepa causal sea sensible a penicilina, el tratamiento
recomendado sera de penicilina G sédica a dosis de 250.000 U/kg/dia
intravenosa o de ampicilina 200 mg/kg/dia intravenosa también’®®'. Es
mas problematico el tratamiento de los casos producidos por cepas Ri o

R, puesto que no se alcanzan los niveles recomendados en LCR.

El mecanismo de resistencia del neumococo a la penicilina afecta
al resto de antibiéticos betalactamicos, aunque de distinta forma, por lo
que algunas cefalosporinas de tercera generacién como la cefotaxima y
la ceftriaxona suelen mantener una buena actividad frente a cepas con
resistencia intermedia a penicilina’’®®'. Las principales ventajas de estas
cefalosporinas de tercera generacion son, que alcanzan altos niveles de
antibidtico en LCR, que su CMI es entre dos y cuatro veces mas baja que

la de penicilina y que se pueden administrar dosis elevadas,
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especialmente de cefotaxima, con pocos efectos tdxicos colaterales™. Sin
embargo aunque ambas cefalosporinas se ha venido utilizando con
frecuencia, su papel actual esta controvertido, ya que el porcentaje de
cepas con sensibilidad disminuida a las cefalosporinas va en aumento y
se han descrito algunos fracasos terapedticos, sobre todo en nifios’®"8%!,
Por todo esto los criterios de sensibilidad de los NCCLS se modificaron,
y‘ hoy recomiendan que para los casos de meningitis por cepas de
neumococo con CMI iguales o superiores a 0.5 ug/mL se consideren
resistentes y por tanto, no sean tratados con cefalosporinas o se haga
con estrecha vigilancia’®’®’%%_En la literatura se han descrito casos de
fracasos terapéuticos con cefalosporinas de tercera generacion que se
resolvieron favorablemente con vancomicina’®®. Hasta el momento no se
han encontrado cepas resistentes a glicopéptidos, y es bien conocida la
sensibilidad a rifampicina, por lo que se ha sugerido la posibilidad de usar
vancomicina, asociada o no a rifampicina, para el tratamiento de la
meningitis neumocécica producida por cepas altamente resistentes a
penicilina®'. La experiencia clinica publicada usando vancomicina es
escasa, y su principal problema es la variabilidad de los niveles
plasméticos obtenidos a las dosis recomendadas, por lo que los niveles
en LCR son impredecibles’®. La asociacién de vancomicina y rifampicina
se halla en fase de evaluacién, tanto en el modelo experimental como en

el tratamiento de pacientes, con resultados satisfactorios’®. Por otro lado
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en relacion a la terapéutica empirica inicial, en areas geograficas con
tasas elevadas de resistencia a betalactamicos, se considera como una
pauta adecuada la asociacion de vancomicina con cefalosporinas de
tercera generacién, basado en la sinergia observada en el modelo

experimental’®82102,

El tratamiento de la meningitis neumocécica debe ser abordado
desde un segundo frente para disminuir la intensidad de la respuesta
inflamatoria que se produce en el espacio subaracnoideo y combatir sus
posibles consecuencias, lo cual constituye el tratamiento asociado o
adyuvante’®®, En modelos animales de meningitis neumocdcica, se ha
comprobado que la dexametasona disminuye la celularidad, amortigua el
aumento de proteinas y acido lactico en el LCR, y protege frente al edema
cerebral’®%'% | a mayoria de los autores coinciden en que el uso de
dexametasona, a ser posible antes de la primera dosis de antibidtico y
durante 48 horas, reduce las secuelas neuroldgicas, asi como la
mortalidad en la meningitis neumococica tanto en rﬁﬁos como en
adultos®'%. Por otro lado la administracion de manitol pretende tratar
tempranamente la hipertensién intracraneal que un gran numero de
pacientes presenta en pocas horas’®. Por Ultimo, el tratamiento con
fenitoina evita el desarrollo de convulsiones, que se asocia con una mayor

mortalidad’®.
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II.D. MODELOS EXPERIMENTALES DE INFECCIONES.

11.D.1. INTRODUCCION A LOS MODELOS.

Desde hace décadas se han venido utilizando modelos de infeccion
con animales en el estudio de la terapia antimicrobiana'®. El primer
resultado, fue el descubrimiento de la efectividad del prontosil
(sulphonamido- crysoidine) en la infeccién neumocdcica en ratones, no

teniendo esta sustancia actividad antibacteriana in vitro'%>1%.

En 1960 se habian descrito mas de 1000 modelos experimentales
diferentes. Dependiendo del objetivo, naturaleza, y valor predictivo de
éstos, fueron asignados a varias categorias'” . Existen los modelos
basicos in vivo, mas usados para la evaluacién de nuevos antibiéticos
(test de screening de antibiéticos). De ellos el mas conocido es el modelo
de septicemia en ratones, pero la relevancia de los resultados obtenidos
con este modelo esta limitada por algunos inconvenientes inherentes a él
como pueden ser el curso rapidamente fatal de la infeccion en los ratones,
que no es caracteristico de la enfermedad humana, los regimenes
terapéuticos usados, etc'”'''. En estos modelos la evaluacién final del
efecto del antimicrobiano es simplemente la curacién o la muerte del

animal.
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Los modelos ex vivo aparecen para simular infecciones humanas
con mas fidelidad que los test de screening. En esta categoria aparecen
los modelos por colocacién de cuerpos extrafios y posterior infeccion de
éstos'®. Los efectos de los antibidticos en estos test son evaluados in
vitro (determinacién de concentraciones de antibidticos, numero de
bacterias en los cuemos extrafios o en los diferentes fluidos, cambios en

%5 Generalmente en

la morfologia de la bacteria tras el tratamiento, etc
estos modelos se evalua un solo parametro, por lo que se les denomina

monoparametricos.

Los modelos discriminativos, son aquellos que simulan infecciones
humanas, afectando a érganos concretos. Estos modelos se caracterizan
porque, el organismo causal, la puerta de entrada, la expresion de la
infeccién en el organismo, asi como los tejidos implicados son idénticos,
o muy similares a la situacién que se produce en humanos. Por otro lado,
la severidad, curso y duracién de la infeccion es predecible, reproducible
y sensible al andlisis. En estos modelos, también es medible y

reproducible la sensibilidad a la quimioterapia utilizada'®.

Algunos ejemplos de estos modelos serian, endocarditis en
conejos o ratas, neumonia en cobayas o perros inmunodeprimidos,

osteomielitis en conejos o ratas, varios modelos de infeccién del tracto
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urinario en ratas o cerdos, meningitis en conejos, infecciones oculares,
candidiasis oral en ratas, infeccidén criptocécica en cobayas o conejos,

etc105,109,1 12-1 17.

Diversos estudios usando estos modelos discriminativos, han
contribuido al conocimiento de la patogénesis de varias enfermedades,
como por ejemplo la meningitis''?''®. En estos modelos se evalian
también agentes antimicrobianos especificos frente a infecciones
determinadas. Por otro lado, con estos modelos se puede responder a
varias preguntas''®: ;Que droga es bacteriostatica y cual bactericida?,
¢ Que efecto tiene la actividad bactericida del suero?, ¢ Cual es el intervalo
6ptimo entre dosis?, ¢ Cémo de importante es el efecto postantibidtico?.

Todo esto va a ayudar a establecer principios ¢ pautas para el uso de

estos agentes antimicrobianos.

Diversos modelos experimentales de neumonia, meningitis y de
infeccién diseminada han sido utilizados para estudiar la actividad de
diversos antimicrobianos en el tratamiento de la infeccién neumococica.
No obstante, son escasos los estudios realizados con cepas con sensibili-

dad disminuida a penicilina.

La utilizacion de modelos experimentales ha contribuido
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individualmente al conocimientc de la patogénesis de los procesos
infectivos, asi como al andlisis de los diferentes parametros que
condicionan la resolucién de un proceso de infeccidn por un determinado

antimicrobiano y asi evitar futuros fallos terapeuticos en humanos.
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I1.D.2. MODELO DE ENDOCARDITIS.

En los afios 50 Hamburguer y colaboradores disefiaron un modelo
de endocarditis en perros para el estudio de terapia antimicrobiana. En
este modelo se dafaba el tejido valvular mediante una escision de 3 mm
por puncién con una aguja de biopsia, aguja que se insertaba a través de
una incision en aorta que era abordada mediante toracotomia.
Aproximadamente 3 semanas después se inyectaba una concentracion
de 107-10° UFC/mL de Staphylococcus aureus intravenoso. Del 55 al
60% de los animales presentaban a los 4-12 dias manifestaciones de

bacteriemia, fiebre, letargia y bacteriemia de mas de 500 UFC/mL"".

Por otro lado, Sa’pico y colaboradores usaron un modelo también
en perros para estudiar la sinergia de penicilina con estreptomicina en
endocarditis enterocécica. Ellos provocaban con una aguja un
traumatismo en la valvuia adrtica a través de un catéter en carétida que
se insertaba mediante toracotomia. El 83% de los animales inoculados
por via intravenosa con 10’ ufc/mL de Enterococcus faecalis se
infectaban. La muerte de estos animales ocurria aproximadamente al
tercer dia, y en los supervivientes persistia el hemocultivo positivo entre
5 y 14 semanas después. La eficacia se evalué midiendo el nivel de

bacteriemia tras una Unica dosis de antimicrobiano'™.
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El modelo en conejos se describid en 1971 por Peerlman y
Freedman'* y fué modificado por Durack et al en 1973'*. En este modelo
un catéter de polietileno es insertado a través de la arteria carétida hasta
la valvula adrtica, donde quedara localizado. La localizacién del catéter es
conocida porque éste es conectado a un monitor de presién. El nimero
de bacterias que es necesario inyectar para producir infeccion depende
del microorganismo, por ejemplo para Staphylococcus aureus es
suficiente con 10%-10* UFC/mL, para gramnegativos y Staphylococcus
epidermidis se requiere alrededor de 10® UFC/mL. Después de 24 horas
de la inoculacion en las vegetaciones se obtiene la maxima densidad de

colonias, del orden de 10%-10' UFC/g de vegetacion. -

La endocarditis infecciosa experimental, producida tras la
introduccién de un catéter de polietileno a través de la valvula adrtica y la
subsecuente inyeccion del indculo bacteriano, ha sido utilizada
ampliamente entre otros objetivos para el estudio de la patogenia de la
endocarditis infecciosa y de la eficacia de diversos medicamentos ante
distintos agentes patégenos. El modelo permite el estudio de la
concentracion de microorganismos en la valvula aértica, asi como la
comparacién entre tejidos estériles, posibilitando la comparacién entre
diversas pautas terapéuticas, incluyendo diversos aspectos de sen-

sibilidad de las cepas utilizadas y de la farmacocinética de los

52



Introduccion

medicamentos utilizados.

Fernandez Guerrero et al'” han referido datos sobre el tratamiento
de la endocarditis neumocdcica experimental, en un modelo en conejos,
utilizando cepas de neumococo con CMI de penicilina de 1 mg/L (NRIP)
y 4 mg/L (NARP), comprobando como la penicilina procaina a altas dosis

fue tan eficaz como la cefotaxima y la teicoplanina.

Los érganos en los que se produce el aclaramiento hematico del
neumococo han sido estudiados tras una inyeccidn intravenosa unica de
un inéculo de 10°-10” UFC/ml marcado con *Tc, mostrando como el
higado capta el 60% del indculo inyectado y el pulmén el 15%; en este
estudio no se practicaron cultivos de los érganos tras el sacrificio de los
animales, para conocer si las bacterias fueron destruidas tras la captacién
por los diferentes érganos ''°. La constancia de la bacteriemia en la
endocarditis y el aclaramiento del neumococo por distintos érganos,
sugiere la posibilidad de que se produzca una infeccién neumocécica
diseminada en este modelo, al igual que ocurre en la endocarditis por
Candida spp. No obstante, Perry et al'® no encuentran cultivos positivos
en distintos drganos tras la infeccién neumocdcica bacteriémica producida
en conejos tras la inoculacién intraperitoneal; no obstante, aunque no

especifican el tiempo de extraccién de los érganos tras el indculo, el
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disefio de su estudio hace suponer que la duracién de la bacteriemia fue
escasa. En el caso de existir infeccién diseminada neumocdécica en el
modelo experimental de endocarditis, se podria estudiar paralelamente la
actividad de distintos antimicrobianos sobre la endocarditis y sobre la

infeccioén pulmonar.
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I1.D.3. OTROS MODELOS EXPERIMENTALES DE INFECCION

NEUMOCOCICA

Dado el interés que plantea S. pneumoniae, se han venido
utilizando diversos modelos experimentales para su estudio; desde
modelos de infeccion sistémica, modelos de otitis media, de meningitis y

de neumonia.

El modelo de otitis media neumocécica ha sido estudiado en
chinchillas. La otitis media se produce inoculando unas 20 UFC de
neumococos viables en oido medio, permaneciendo alli la bacteria
durante tres dias después de la inoculacién; la diseminacién hematégena
se demuestra en aproximadamente el 50% de los animales inoculados
con ciertos serotipos, y ocasionalmente hay diseminacién a liquido
cefalorraquideo''. En un trabajo en el que analizan la influencia del
momento en que se administre penicilina en un modelo de otitis media en
chinchillas, se pudo ver como la precocidad en el inicio del tratamiento
tenia influencia sobre todo en la reduccién del nimero de células
inflamatorias, asi como en la concentracién de lisozima en oido medio; en
cuanto al numero de UFC/mL de S. pneumoniae, es mas precoz su
eliminacién cuanto mas precoz sea el tratamiento'?. Otros modelos de

otitis media neumocdcica estan basados en la colonizacion nasal por este

55



Introduccion

germen, por ello se realiza inoculando intranasalmente, a la vez que se
somete el oido a condiciones de presion negativa'?'. Las teorias de que
infecciones viricas del tracto respiratorio favorecen la colonizacién
intranasal por S. pneumonie asi como la aparicién de otitis media, hace
que se hayan creado modelos de otitis media mediante colonizacidén
intranasal en los que a la inoculacién neumocdcica se acompana de

inoculacion por virus influenza A,

Otro modelo muy utilizado para el estudio de S. pneumoniae es el
modelo de meningitis en conejos. Este modelo se realiza inyectando una
conéentracién de 10" UFC/mL (en un mL de fisiologico) por via
intravenosa 2 minutos después de instilar intracisternalmente 0.5 mL de
una suspension de mucina al 0.125% ajustado a pH 7.34 en Ringer

lactato'"?.

En un trabajo en el que se provoca una meningitis experimental en
conejos utilizando cepas de neumococo sensibles y resistentes a
penicilina, se muestra que la vancomicina era superior a penicilina y
cloranfenicol frente a las cepas de resistentes, siendo la actividad de los
tres antimicrobianos igual frente a cepas sensibles a penicilina'®. En otro
estudio de meningitis neumocdcica, ceftriaxona fue superior a penicilina

en cepas de neumococo intermedias a penicilina; en cambio, ambos
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antibiéticos fueron ineficaces frente a cepas resistentes, en cuyo caso se
obtuvo disminucidon de la concentracién de microorganismos con

vancomicina e imipenem'?

. En un trabajo mas reciente, se evalua en el
modelo de meningitis en conejos la eficacia de varios betalactamicos,
vancomicina, rifampicina y clinafloxacino, solos y en diversas
combinaciones frente a dos cepas de neumococo con CMI a ceftriaxona
de 4 y 1 ug/mL respectivamente; estos autores encuentran que
clinafloxacino es el agente mas activo de los usados en monoterapia
frente a ambas cepas. Frente a la cepa mas resistente ceftriaxona o
meropenem solos son efectivos. Por Ultimo la combinacion de
vancomicina con ceftriaxona presenta un efecto sinérgico, por lo que ellos

sugieren que esta combinacion seria util en el tratamiento empirico inicial

de la meningitis neumocdcica'®.

El modelo de neumonia por S. pneumoniae se viene utilizando
desde hace afios, siendo el primer modelo de neumonia utilizado,
consistiendo en la inoculacién directa a través de la traquea de los
animales'®'%, Los primeros estudios con modelos de neumonia estaban
disefiados para el estudio de la patogénesis de la neumonia, asi como
para probar la eficacia de antisueros neumocacicos'?. En esa época el
mayor problema consistia en la dificultad de crear un modelo reproducible

de neumonia, empleandose para ello diversos agentes que aumentaran
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la virulencia del neumococo. Asi en uno de los primeros trabajos sobre

el tema'?®

se sefiala como al inocular una suspensién de neumococo en
un 5% de mucina gastrica aumentaba la virulencia bacteriana y asi se
podian obtener modelos reproducibles de neumonia en ratas.
Posteriormente en 1941'% se describia como el modelo anterior podia ser
mejorado simplemente utilizando neumococos en fase exponencial de
crecimiento. Asi con este tipo de modelo se comprobé la eficacia de
sulfamidas pfimero y de penicilina después. Actualmente,las neumonias
neumocdcicas han vuelto a cobrar una gran importancia debido al
problema de las cepas resistentes a penicilina y eritromicina. Por ello,
nuevamente se estan empleando modelos de neumonia neumocécica que

tratan de encontrar un tratamiento alternativo eficaz contra estas cepas

resistentes.

La técnica que se utiliza actualmente para el modelo de neumonia
neumocdcica es la descrita por Esp6sito y Pennington'®' que consiste
en suspender verticaimente el animal una vez anestesiado y canular la
traquea con una aguja roma curva adaptada a una jeringuilla que contiene
la suspension bacteriana a la concentracion deseada. Posteriormente,
otros autores han seguido esta técnica obteniendo resultados interesantes
por ejemplo sobre la eficacia de las quinolonasy en el tratamiento de las

neumonias neumocdcicas en el ratén'?1%°,
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11.D.4. ESTUDIOS IN-VITRO VERSUS IN-VIVO

El caleulo de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentraciéon minima bactericida (CMB) son técnicas sujetas tanto a
variables metodoldégicas (persistencia, efecto paraddjico, tolerancia, y
resistencia fenotipica) como a factores técnicos (fase de crecimiento del
indculo, concentracion del inéculo, contacto insuficiente del
microorganismo con el antimicrobiano, arrastre del antimicrobiano, asi
como el volumen transportado para el contaje de supervivientes)™'. La
medicion de la actividad bactericida de los antimicrobianos mediante
curvas de tiempo-muerte parece verse menos influida por estos

factores'™?,

Se ha podido cOmprobar la existencia de discordancias entre el
calculo de la CMB y las curvas de tiempo-muerte. En un estudio de
Lifiares et al'*® , se puede ver como, a pesar de existir variaciones de 6
diluciones en la CMB de penicilina entre las tres cepas, la reduccién en el
log,, de UFC/mL mediante curvas de tiempo-muerte es similar para las
tres, incluso siendo algo mayor para las cepas con CMB mas alta.
Iguaimente, Knudsen et al'*, utilizando dos cepas de S. pneumoniae,
encuentran que existe un mayor descenso en el numero de UFC/mL para

la cepa con CMB de penicilina mas alta, utilizando para ambas cepas
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concentraciones similares a la CMB.

Por otro lado, la actividad bactericida medida mediante curvas de
tiempo-muerte muestra la mejor correlacién con los resultados de estudios
in vivo, tanto con antimicrobianos usados individualmente, como para
estudios de sinergia. Chidiac et al'*® compararon en un modelo de
neumonia la actividad de tres quinolonas frente a Pseudomonas
aeruginosa, encontrando que con ciprofloxacino se consigue el 100% de
supervivencia y el 100% de hemocultivos negativos, no siendo asi para
los otros dos antimicrobianos, lo cual se corresponde con que
ciprbﬂoxacino fue el Gnico que alcanzd actividad bactericida mediante
curvas de tiempo-muerte. En un estudio de Drake et al'*® | las curvas de
tiempo-muerte mostraron un efecto sinérgico de penicilina mas
estreptomicina 6 gentamicina frente a E. faecalis y Enterococcus faecium,
comprobando en un modelo de endocarditis experimental que fueron
estas asociaciones de antimicrobianos las que obtuvieron una reduccion

mayor en el numero de colonias presentes en las vegetaciones.

Todo esto implica que los estudios para determinar eficacia de los
antimicrobianos frente a distintos gérmenes han de ser multidisciplinarios,
y por tanto la realizacién de estudios in vitro ha de ser necesariamente

completada por modelos experimentales para obtener una mayor
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informacion.
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lll. JUSTIFICACION
Y
OBJETIVOS.-
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IHLA. JUSTIFICACION.

La frecuente aparicion de cepas de neumococos con sensibilidad
disminuida a la penicilina hace necesaria la realizaciéon de estudios in vivo
que permitan conocer la eficacia de distintos antimicrobianos en las

infecciones neumocdécicas, comparandola con su actividad in vitro.

La elevada mortalidad de las infecciones bacteriémicas
neumococicas junto con la frecuencia de las infecciones por este
microorganismo en la comunidad, subrayan la necesidad de estos estu-

dios.

Diversos antimicrobianos, son recomendados como alternativa a
la penicilina, en las infecciones neumocdcicas causadas por cepas con
sensibilidad disminuida a este antibiético. No obstante, faltan datos
concluyentes sobre si la penicilina es ineficaz en infecciones
neumocécicas causadas por cepas con resistencia intermedia a la
penicilina. Tampoco se conoce cual es la mejor alternativa terapéutica en
las infecciones causadas por estas cepas y las que son altamente

resistentes a penicilina.

Los resultados que se obtengan, con la necesaria reflexion que
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permita trasladar los resultados en el modelo experimental al ser humano,
permitiran el aumento del conocimiento en la utilidad de los distintos
antimicrobianos en las infecciones neumocécicas bacteriémicas y, por
tanto, el disefio de estudios controlados en humanos, con el menor riesgo

de fracaso terapéutico.

Son necesarios nuevos estudios con el modelo de endocarditis
neumococica experimental, en los que se incluyan comparaciones entre
cepas sensibles y resistentes a peniéilina; aunque es de esperar que las
infecciones causadas por cepas sensibles a penicilina responderan
adecuadamente a este antimicrobiano, es necesario tener estos resul-
tados como patrén de referencia para el analisis de los estudios con cepas
resistentes. Por otra parte, es necesario realizar el estudio empleando
distintos antimicrobianos que se utilizan cominmente como alternativa a
la penicilina en las infecciones neumocdécicas mas frecuentemente

causantes de bacteriemia.

64



Justificacion y Objetivos

ll.B. OBJETIVOS CONCRETOS.-

El objetivo general de este trabajo es estudiar la efectividad de
diferentes antimicrobianos en el modelo experimental de endocarditis
neumococica, producido por neumococos sensibles a penicilina (S), con
resistencia intermedia a penicilina (RI) y altamente resistentes a penicilina
(R). Se ha elegido este modelo experimental como modelo de infeccién

bacteriémica.

Los objetivos concretos son los siguientes:

OBJETIVO 1.

Comparaciéon de la efectividad del tratamiento de la endocarditis
neumocdcica experimental entre diferentes antimicrobianos: penicilina,
eritromicina, cefuroxima, cefotaxima, ceftriaxona y vancomicina, y frente

a un grupo control sin tratamiento.

Cada uno de los grupos terapéuticos y controles se realizara
infectando diferentes grupos de animales con cepas de neumococo S, Rl

y R, que se analizaran por separado.
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OBJETIVO 2.

Estudiar la relacidn entre la actividad bactericida in vitro de los
diferentes antimicrobianos (curvas de tiempo-muerte), con los resultados
in vivo: analizando por separado los resultados con cada una de las cepas

de neumococo en estudio.

OBJETIVO 3.

Estudiar la correlaciéon entre los parametros
farmacocinéticos/farmacodinamicos: Cmax, AUC, tiempo en que la
concentracion plasmatica permanece por encima de la concentracién
minima inhibitoria (CMI), AUC/CMI y Cmax/CMI con los resultados del
tratamiento de cada uno de los antimicrobianos, analizando
separadamente los resultados de cada una de las cepas de néumococo

en estudio.

OBJETIVO 4.

Estudiar la influencia de la sensibilidad o resistencia a la penicilina
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del neumococo en la gravedad de la endocarditis. Para ello se
compararan los grupos controles (no tratamiento), a través del analisis de
la mortalidad y la concentracién de microorganismos en la valvula (log,,
unidades formadores de colonias (UFC)/g de tejido) y sangre (log,

UFC/mi).

OBJETIVO 5.

Si no existen diferencias en las caracteristicas de la endocarditis
producida por cepas de NSP, NRIP y NARP en los animales controles, se
compararan los resultados obtenidos con cada uno de los antimicrobianos

- del estudio sobre las diferentes cepas de neumococo utilizadas.

OBJETIVO 6.

Conocer si el modelo experimental utilizado produce infeccién
pulmonar, a través del estudio de los grupos controles. Si se produce
infeccién en el pulmén en el 100% de los controles, se realizara la
comparacion de estos con los diferentes grupos terapéuticos, analizando

por separado los animales infectados con cada una de las cepas de
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neumococo en estudio.

OBJETIVO 7.

Estudiar la aparicién de cepas resistentes a la penicilina al finalizar

el tratamiento, en los animales tratados con este antimicrobiano.
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IV.MATERIAL Y METODOS.-

69



Material y Metodos

IV.A. CEPAS BACTERIANAS

En el estudio se utilizaron tres cepas de Streptococcus pneumoniae
con diferente sensibilidad a penicilina, aisladas en muestras clinicas. La
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de las tres cepas fue: CMI de
0,015 pg/mL (sensible), CMI de 0,25 ug/mL (sensibilidad intermedia a

penicilina) y CMI de 2 ug/mL (resistente a penicilina).

Para la eleccién de las tres cepas, que fueron definitivamente
objeto de estudio, se consideré en primer lugar que procedieran de
muestras clinicas aisladas en pacientes con enfermedad neumocécica
invasiva. Se seleccionaron iniciaimente 9 cepas procedentes de
aislamientos clinicos de nuestro hospital, a las cuales se les determiné
la Concentracién Minima Inhibitoria a los antimicrobianos objetos de
estudio mediante la técnica de macrodilucion en caldo. Con estas cepas
se ensayo el modelo de endocarditis infecciosa experimental, eligiendo
finalmente aquellas que se consideraron mas adecuadas para la ejecucién
del modelo, teniendo en cuenta el grado de endocarditis que producian
(nimero de unidades formadoras de colonias en vegetaciones adrticas,
ufc/g), grado de bacteriemia (ufc/mL) y mortalidad a las 24 horas de la

inoculacion.
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Las cepas seleccionadas, se identificaron por la morfologia
compatible con neumococo y aifa-hemdlisis, una zona de inhibicién de 14
mm de diametro o mayor alrededor del disco de 5 ug de etithidrocupreina
hidrocloridro (Optoquina, Becton Dickinson Microbiology Systems,
Cockeysville, MD) tras 24 horas en 5% de CO, a 37°C, y solubilidad en
bilis (2% de desoxicolato sddico vs. salino). Siendo serotipificadas en el
Instituto Carlos Ill (CNMVIS, Majadahonda, Madrid). La tipificacién fue
realizada mediante la deteccion de la tumefaccidn capsular (reaccién de
Quellung) usando 46 antisueros proporcionados por el Staten Seruminstut

(Copenhage, Denmark)®.

Con este método, las cepas finalmente utilizadas fueron: a) Cepa
110.0, sensible a penicilina (CMI:0,015 mg/L) aislada en sangre, serotipo
5; b) Cepa 3.0, con resistencia intermedia a penicilina (CMI: 0,25 mg/L)
aislada en sangre, serotipo 23; y ¢) Cepa 61.0, altamente resistente a

penicilina (CMI: 2 mg/L), aislada en liquido ascitico, serotipo 23.
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IV.B. ESTUDIOS IN VITRO
IV.B.1. Determinacion de las Concentraciones Minimas Inhibitorias

y Bactericidas.
El método utilizado fue el de macrodilucién en caldo.

IV.B.1.a.Medio de Cultivo

Se utilizé para el estudio caldo Todd-Hewit suplementado con un
0,5% de extracto de levadura. Para ello tras pesar las cantidades
necésarias tanto de Todd-Hewit (Todd-Hewit Broth, Becton Dickinson
Microbiology Systems, Cockeysville, MD) como de extracto de levadura
(Yeast Extract, Oxoid Unipath LTD, Basingstoke, Hampshire, England) se
disolvié el polvo en agua destilada siguiendo las instrucciones gque indica
el fabricante del producto. Posteriormente fue esterilizado en autoclave y

alicuotado en condiciones de esterilidad.
IV.B.1.b. Antibidticos

Se estudiaron los siguientes antibidticos: penicilina G (Antibidticos
Farma, S.A., Madrid, Espana), cefotaxima (Hoechst Farma S.A,

Barcelona, Espana), cefuroxima (Glaxo, Verona, ltalia), ceftriaxona
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(Roche S.A., Madrid, Espaﬁa), eritromicina (Abbott Laboratorios, Madrid,
Espafia), y vancomicina (Lilly S.A., Madrid, Espafia). Suministrados por

los fabricantes en forma de sustancia valorada de potencia conocida.

Las diluciones de antibiéticos se hicieron siguiendo las normas de
los NCCLS®. Se prepararon soluciones madre de la siguiente forma: para
los cuatro antibidticos Rlactamicos se prepararon soluciones madre a una
concentracién de 160 pg/mL. Para penicilina, cefotaxima y ceftriaxona se
utilizé tanto de diluyente como de solvente agua destilada estéril. Para
cefuroxima se utilizé como solvente Buffer fosfato a pH 6,0 con una
concentracion 0,1 molar, y como diluyente agua destilada estéril. De los
otros dos antimicrobianos se prepararon soluciones madre a
concentraciones de 40 pug/mL. Para vancomicina se usé agua destilada
estéril como solvente y diluyente. Para eritromicina se usé como solvente
etanol al 95% y como diluyente agua. Las soluciones madre fueron

alicuotadas y congeladas a -70°C para ser utilizadas posteriormente.
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IV.B.1.c. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

Se determiné la CMI de todos los antimicrobianos utilizados en el
estudio, para las tres cepas de neumococo. Fue utilizada la técnica de
macrodilucién en caldo (Tood-Hewitt suplementado con 0,5% de extracto

de levadura) (THY) siguiendo las normas de los NCCLS®.

Para la realizacién de la técnica se emplearon tubos de vidrio de
5 mL estériles. Para cada cepa y cada antimicrobiano se dispusieron en
gradillas un total de 12 tubos para los antibiéticos 3-lactamicos y 10 tubos
para eritromicina y vancomicina, conteniendo un volumen total de caldo
de 2 mL con concentraciones de antimicrobiano que iban desde 16 pg/mL
para los B-lactdmicos y 4 ug/mL para el resto, a 0,007 pg/mL. Las
soluciones fueron preparadas en caldo a partir de la solucién madre
mediante una dilucién 1/10 y posteriormente diluciones 1/2 hasta obtener
la concentracién mas baja. A los tubos preparados de esta forma se

afiadio posteriormente la cepa correspondiente.

Las cepas se prepararon mediante un cultivo de 4 horas (fase de
crecimiento logaritmico) en caldo THY incubado a 37°C en atmdsfera con
un 10% de CO,, obteniéndose un indculo aproximado de 10° ufc/mL. El

indculo se diluy6é para que en cada uno de los tubos la concentracion
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fuera de aproximadamente 5x10° ufc/mL.

Ademas de los tubos problema, para cada serie se afadié un
control de crecimiento con indculo bacteriano y sin antimicrobiano y un
control de esterilidad sin antibiético y sin inéculo. Como cepas control se
utilizaron Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC

25922.

Los tubos una vez preparados se incubaron a 37°C en atmésfera
con un 10% de CO, durante 18-24 horas. En este momento se realizé la
lectura de los mismos, definiendo como CMI la concentraciéon mas baja a

la cual el caldo no presentaba turbidez.

IV.B.1.d. Concentracién Minima Bactericida (CMB)

Una vez obtenida la CMI, se procedio al célculo de la CMB. Para
ello fueron sembrados en placas de agar-sangre (Agar-Sangre Columbia,
Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD) 100 uL del
ultimo tubo que presentd crecimiento visible, asi como de todos los caldos
que no presentaron ninguna turbidez, estas placas se incubaron durante
18-24 horas a 37°C . Se consideré como CMB la concentracion mas baja

de antibidtico para la cual se reducia el inéculo inicial en un 99,9%.
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IV.B.2. CURVAS DE TIEMPO-MUERTE.

Se utilizd un volumen de 20 mL de caldo THY con concentraciones
equivalentes a 1xCMI, 2xCMI y 4xCMI de cada uno de los antimicrobianos
utilizados, y un indculo aproximado de 5x10° ufc/mL de cada una de las
cepas de S. pneumoniae en fase de crecimiento logaritmico (4 horas de
incubacién a 37°C en atmésfera con un 10% de CO,). Se utilizaron como
control de crecimiento tubos con 20 mL de caldo THY, con indculo
bacteriano y sin antibiético, y como control de esterilidad un tubo con 20
mL de caldo THY sin antibictico y sin inéculo. Al igual que para el célculo
de la CMI la concentracién de antibitico en los tubos se comprobd
realizando las CMI de las cepas control Staphylococcus aureus ATCC
29213 y Escherichia coli ATCC 25922. Todas las pruebas, se realizaron
por duplicado, para verificar su reproducibilidad. Tanto los antibidticos
como las cepas bacterianas fueron preparadas de la misma forma

descrita en los apartados anteriores.

La incubacion tanto de los tubos problema como de los controles
tuvo lugar a una temperatura de 37°C en una atmésfera aerobia con un

10% de CO,.

Se determiné el nimero de ufc/mL viables en los tubos problema
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y en los controles, en el momento inicial (0 horas) y a diferentes tiempos
de incubacion posteriores (2, 4, 6, 8 y 24 horas). Para ello se realizaron
diluciones seriadas desde 10" hasta 107 en suero fisioldgico,
subcultivando 50 pubL de cada dilucién en placas de agar-sangre de
cordero, que se incubaron en las mismas condiciones ambientales
anteriormente descritas. El recuento de ufc/mL se realizé a las 24 horas

de incubacion.

Se considerd que un antibidtico era bactericida frente a S.
pneumoniae cuando se obtuvo una reduccion igual o superior a 3 log en
el numero de ufc/mL duranfe las 8 primeras horas de incubacién respecto
del inéculo inicial. No se considerd la lectura a las 24 horas de incubacion,
ya que puede verse influida por la propia lisis de las cepas de S.

pneumoniae.
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IV.C. ESTUDIO FARMACOCINETICO

En grupos de cinco animales sanos se estudid la farmacocinética
de cada uno de los antimicrobianos. Para ello, tras una dosis Unica del
antimicrobiano (penicilina G procaina 50.000 U/kg y 200.000 Ulkg,
cefuroxima 30 mg/kg y 40 mg/kg, cefotaxima 50 mg/kg, ceftriaxona 40
mg/kg, eritromicina 15 mg/kg y 30 mg/kg y vancomicina 15 mg/kg y 25
mg/kg) se extrajeron secuencialmente muestras de sangre de la vena
marginal de la oreja. Todos los antimicrobianos se administraron por via
intramuscular excepto eritromicina y vancomicina que fueron
administrados en infusion intravenosa en 15 mL de suero fisiologico

durante 3 minutos.

Una vez colocado el animal en un cepo adecuado, que permitia la
inmovilizacion de éste dejando fuera unicamente la cabeza, se procedio
al rasurado y desinfeccion de la oreja. Mediante una aguja de 23G, se
realizaron extracciones sanguineas secuencialmente a los 15', 30', 60',
120', 240' y 480", con una extraccién adicibnal alos 720'en el caso de la

vancomicina, penicilina y ceftriaxona.

La sangre de esta manera extraida se centrifugd durante 10' a

3.000 revoluciones por minuto. El suero obtenido se distribuyé en dos
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alicuotas y fue congelado a -70°C para su posterior estudio.

La determinacién de las concentraciones plasmaticas se realizé
mediante bioensayo, con el método de difusion en placa, utilizando como

microorganismo indicador Micrococcus luteus ATCC 9341.

IV.C.1. Bioensayo.

Esta técnica consiste en determinar concentraciones de
antimicrobianos, estimandolas a partir del halo de inhibicion que
concentraciones conocidas producen en el crecimiento en placa de una

cepa control.

IV.C.1.a. Preparacion de las placas

Se prepard un cultivo en medio Tripticase soy broth (Tripticase soy
broth, Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD)

incubado a 30°C durante 18-24 horas de Micrococcus luteus ATCC 9341,

El medio utilizado en la preparacién de las placas fue agar
antibiotico n°5 (Antibiotic Medium 5, Difco Laboratories, Detroit Ml, USA)

suplementado con 10 g/L de cloruro célcico(CaCl,) equilibrado a pH 7.

79



Material y Metodos

Una vez esterilizado y fundido este medio, se equilibrd su temperatura en

un bafo de agua a 50°C.

Sobre placas de petri esteriles (100x45mm), se vertieron 9 mL del
medio anteriormente preparado, quedando de esta forma preparadas las
bases de las placas. Posteriormente del cultivo de 18 a 24 horas de la
cepa control se afiadieron 2 mL en un recipiente que contenia el mismo
agar usado para las bases mantenido a 50°C (el cultivo contenia
aproximadamente 10’ ufc/mL). Se vertieron 4 mL del agar mas la cepa
control sobre las bases preparadas y se distribuyé rapidamente por toda

la placa.

Las placas asi preparadas se guardaron a 4°C para su posterior

utilizacion hasta un maximo de 7 dias.
IV.C.1.h. Procedimiento general.

Se estimd la concentracion de cada antibiético en la muestras que
iban a ser estudiadas en base a la dosis y al intervalo de tiempo tras la
administracion. Se construyeron curvas estandar de concentraciones
crecientes de cada antimicrobiano, con un valor central due pudiera servir

de referencia para la muestra problema.
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Las concentraciones utilizadas para las curvas estandar fueron las
siguientes: Para eritromicina 3, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 pg/mL
respectivamente siendo 1 pg/mL la concentracién de referencia (CR).
Para vancomicina 50, 45, 40, 35, 30, 25 ug/mL; CR 40 pg/mL. Para
cefotaxima 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 yg/mL; CR 40 uyg/mL (desde 15'a 120') y 0,5,
0,4,0,3, 0,2, 0,1; CR 0,3 ug/mL (desde 240" a 480"). Para penicilina 0,5,
0,4, 0,3, 0,2, 0,1; CR 0,3. Para cefuroxima y ceftriaxona 1, 0,8, 0,5, 0,3,
0,1, 0,05; CR 0,5. Todas las concentraciones de las curvas estandar se
realizaron 10 veces mayores, diluyendo posteriormente al 1/10 en suero
de conejo estéril para que las condiciones fueran similares en todas las

muestras.

Se diluyeron las muestras problema hasta una concentracién que
estuviera en el rango de la curva estandar y 1o mas cercana posible a la

concentracién de referencia, utilizando suero de conejo estéril.

Con una pinza o una aguja estéril los discos de papel blanco
estériles de 6.35 mm se colocaron sobre una placa de petri estéril. Se
impregnaron los discos con 20 microlitros de la dilucién que fue probada,

y posteriormente se colocaron en la superficie de la placa preparada.

Cada placa contenia 5 discos impregnados con las muestras
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correspondientes a cada uno de los 5 animales estudiados y un disco que
llevaba la concentracién de referencia del antimicrobiano correspondiente.
Se hicieron tantas placas comb antimicrobianos y tiempos estudiados. Por
otro lado se realizaron placas que contenian los discos impregnados con
cada una de las concentraciones de antimicrobianos correspondientes a

la curva estandar. Todas las placas se hicieron por triplicado.

Finalmente tras dejar las placas a 4°C durante unos 30', para que

el antibiético difunda, se incubaron a 30°C durante 18-24 horas.

A las 24 horas se midieron los didmetros de las zonas de inhibicidn
para cada concentracion: concentracion de referencia, diluciones de la
muestra y curva estandar. Como cada concentracion fue estudiada por
triplicado, se calculd la media de los tres valores. Con las medias de los
valores de la curva estandar y las concentraciones correspondientes se
calculd una curva de regresion lineal. Con esta curva se estimo el halo
hipotético al que corresponderia el valor de la concentracién de referencia
(media de referencia corregida). La media de referencia corregida menos
la media de referencia de la muestra es un valor positivo o negativo al
que llamamos "d" y que se sumé a cada una de las medias de los halos
de cada muestra. Una vez corregidas todas las muestras se multiplicaron

por el factor de dilucién al que se sometieron las muestras previamente
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y después se llevaron estos datos a la curva estandar para calcular los

valores de concentracion de las muestras.

Se determind la concentraciéon maxima (Cmax:ug/mL), el area bajo
la curva concentracion-tiempo (AUC:ug.h/imL), la semivida bioldgica (t,;h)
y el tiempo en que la concentracion plasmatica permanece por encima de
los valores de la CMI (AT/CMI:h), que se estimé por extrapolacion desde

la linea de regresién de la eliminacién sérica'.
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IV.D. MODELO DE ENDOCARDITIS INFECCIOSA EXPERIMENTAL

IV.D.1. Sujetos del estudio

Se utilizaron 340 conejos New Zealand blancos, entre 2 Kg y 3 Kg
de peso, de los cuales 295 fueron distribuidos en los diferentes grupos
que se especifican, y el resto fueron usados para caracterizaciéon del

modelo, asi como para la eleccién de las cepas del estudio.

IV.D.2. Grupos de Tratamiento

IV.D.2.a. Grupo de animales infectados con la cepa sensible a

penicilina (S).

Se inocularon un total de 77 animales con la cepa S. Se excluyeron
los animales que fallecieron en el acto operatorio 6 antes de la
inoculacién, asi como aquellos que murieron antes del inicio del
tratamiento. Como consecuencia los grupos de anélisis estuvieron
constituidos por: grupo control sin tratamiento (N=14), penicilina G
procaina (N=10), cefuroxima (N=10), cefotaxima (N=8), ceftriaxona

(N=13), eritromicina (N=10) y vancomicina (N=10).
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IV.D.2.b. Grupo de animales infectados con la cepa intermedia a

penicilina (RI).

Se inocularon un total de 120 animales con la cepa RIl. Se
excluyeron, al igual que antes, los animales que fallecieron en el acto
operatorio 6 antes de la inoculacion, asi como aquellos que murieron
antes del inicio del tratamiento. Como consecuencia los grupos de analisis
estuvieron constituidos por: grupo control sin tratamiento (N=17),
penicilina G procaina (N=11), cefuroxima (N=14), cefotaxima (N=13),

ceftriaxona (N=11), eritromicina (N=9) y vancomicina (N=10).

IV.D.2.c. Grupo de animales infectados con la cepa Resistente a

penicilina (R).

Se inocularon un total de 98 animales con la cepa R. Se
excluyeron, al igual que antes, los animales que fallecieron en el acto
operatorio 6 antes de la inoculacion, asi como aquellos que murieron
antes del inicio del tratamiento. Como consecuencia los grupos de analisis
estuvieron constituidos por: grupo control sin tratamiento (N=13),
penicilina G procaina (N=12), cefuroxima (N=9), cefotaxima (N=12),

ceftriaxona (N=12), eritromicina (N=16) y vancomicina (N=10).
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IV.D.3. Produccion de la endocarditis

En los animales del estudio se produjo una endocarditis abrtica

experimental mediante el método de Periman y Freedman (1971)"®

modificado por Durack y Beeson (1972)"°,
IV.D.3.a. Anestesia.

Se usd ketamina (30 mg/Kg) mas xilazina (4 mg/Kg) intramuscular
(IM). Se preparé una mezcla con 2,5 mL de xilazina al 2% en un frasco de
10 mL de ketamina (50 mg). De esta mezcla se le inyectaron a cada
conejo 5 mL IM, en la musculatura de la pata posterior, a nivel del fémur.

IV.D.3.b. Preparacion del campo quirargico.

Se rasurd la region anterior del cuello, esterilizandola con povidona

yodada al 10% (Betadine).
IV.D.3.c. Colocacion del Catéter.

En primer lugar se procedio a la diseccion de la arteria carétida
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derecha. Mediante incisién media de la piel de la cara anterior del cuello,
se realizd la diseccion y apertura de planos musculares y consiguiente
liberacién de la arteria carétida derecha entre los haces oblicuo y anterior

del musculo similar al esternocleidomastoideo.

Tras clampar la arteria proximalmente y ligar con seda del numero
3.0 el extremo distal del segmento diseccionado, se realizé un corte lo
mas oblicuo posible para asi evitar cortarla completamente. A través del
orificio realizado se introdujo un catéter de polietileno estéril (PESO, D.1.
0,86mm y D.E. 1,27mm; Intramedic; Clay Adams, Sparks, MD 21152
E.E.U.U.), el cual estaba conectado, meiante llave de tres pasos, por un
lado a una jeringa con suero fisiolégico estéril y por otro a un sistema de
medicion de presion. El catéter se llené de suero salino estéril antes de

introducirio en la cardtida.

Tras introducir el catéter se lavd con suero salino para comprobar
que estaba permeable y dentro de la luz de la arteria. En este momento

en el monitor de presidn aparecia una onda de presion arterial.

Seguidamente se fue avanzando en la introduccién del catéter
hasta encontrarnos con un tope, lo cual indicaba que estabamos en la

valvula auriculo-ventricular. Entonces se realizaba un movimiento de
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émbolo del catéter suavemente con una oscilacién de 1-2 cm, de modo
que cuando atraviesa la valvula y entra en ventriculo hay un cambio en
la amplitud de la onda que aparecia en el monitor de presion. A
continuacién se comprobd que el catéter estaba libre en la cavidad
ventricular, sacandolo y metiéndolo varias veces a través de movimientos
en bloque con la cardtida, de modo que el catéter no salga del ventriculo;
este paso es importante para no dejar tenso el catéter, teniendo en cuenta

los movimientos de cuello que el conejo haria posteriormente.

Cuando estaba definitivamente colocado, se clampd la carétida
proximalmente encima del catéter, para que este no se moviera.
Posteriormente se ligd la cardtida encima del catéter en dos puntos
diferentes, uno cerca del punto de introduccién y otro mas distalmente.
Después se clampé la carétida junto con el catéter a la entrada de este,
cortando posteriormente el catéter unos 4 a 6 cm por encima del punto
de introduccién y anudando el extremo que sobresale dos veces cerca del

punto de introduccién en la carétida.

Una vez desclampada la carétida se comprobé que no sangraba
y el extremo distal del catéter se cubrié con los planos musculares. Por
altimo, se suturd la herida cutanea con sutura mecénica y puntos de seda

entre ellas.
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IV.D.4 Instauracion de la infeccion

A las 24 horas de la colocacién del catéter, mediante inyeccion en
la vena marginal de la oreja se inyecta 1 mL del inéculo bacteriano elegido

en concentracién de 107-10® ufc/mL (cepa S, cepa Rl 6 cepa R).

Para preparar el indculo bacteriano el dia anterior se sembraron en
placas de agar-sangre varias colonias de la cepa elegida en cada ocasién,
siendo incubadas a 37°C en atmésfera con un 10% de CO, durante 24
horas. El dia de la inoculacion se suspendian varias colonias del cultivo
del dia anterior en caldo de cuitivo THY y este caldo asi preparado se
dejaba en estufa de CO, a 37°C durante 4 horas (fase de crecimiento
logaritmico). Posteriormente se realizaba una dilucién al décimo de este

cultivo para conseguir la concentracion deseada.

Para conocer exactamente el tamafo del inéculo empleado, del
cultivo preparado se hicieron diluciones seriadas de 1/10 en 1/10 hasta
10" y de cada una de estas diluciones se sembraron 100 pL en placas
de agar-sangre que se incubaron en atmésfera de CO, de 18 a 24 horas

a 37°C para calculo del tamario del inéculo.

A las 24 horas de la inoculacion se tomaron hemocultivos a través
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de las venas marginales de las orejas para asegurarnos de la existencia
de bacteriemia. Se realizaron diluciones seriadas de los hemocultivos
hasta 10° y se sembraron 100 uL de cada dilucidén en placas de agar-

sangre para contaje.

IV.D.5. Tratamiento.

En cada uno de los tres grupos infectados con cada una de las
cepas, se adscribieron secuencialmente como se describié al comienzo
a uno de los siguientes 7 grupos de tratamiento: a) no tratamiento durante
tres dias, b) penicilina G procaina, 50000 U/Kg/12h/im tanto para el grupo
infectado por la cepa S como para el grupo infectado con la cepa Rl, y
200000 U/Kg/12h/im para el grupo infectado con la cepa R, ¢) cefuroxima,
30 mg/Kg/8h/im para el grupo infectado por la cepa S y 40 mg/Kg/8h/im
para los grupos infectados por las cepas Rl y R, d) cefotaxima 50
mg/Kg/8h/im, e) ceftriaxona, 40 mg/Kg/12h/im, f) eritromicina,
15mg/Kg/12h/iv para el grupo infectado por la cepa S y 30 mg/Kg/12h/iv
para los grupos infectados por las cepas Rl y R, g) vancomicina, 15
mg/Kg/12h/iv para el grupo infectado por la cepa S y 25 mg/Kg/12h/iv,

para los grupos infectados por las cepas Rl y R.

El tratamiento se comenzd a las 24 horas de la inyeccion del
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inéculo. La duracién del tratamiento fue de 3 dias para todos los grupos

terapéuticos.

IV.D.6. Analisis del efecto del tratamiento.

Tras un intervalo entre 12 horas y 18 horas de la Gltima dosis del
antimicrobiano, los animales fueron sacrificados mediante una inyeccion
intravenosa de tiobarbital sddico. Inmediatamente se procedié a la
extraccién del corazén removiendo la valvula aértica y las vegetaciones
valvulares, asi como una muestra del pulmén derecho. Los tejidos
extraidos se pesaron y se colocaron en bolsas estériles para
homogeneizar. En cada bolsa se ponia la muestra junto con 2 mL de
suero fisioldgico, las bolsas se colocaban en un homogeneizador de
tejidos (Stomacher Lab-Blender 80, Tekmar Company, Cincinnati, Ohio,
E.E.U.U.) durante 2 6 3 minutos. Tras pesar y homogeneizar los tejidos
extraidos, se realizaron diluciones decimales en suero salino estéril
desde 10" a 10?, y se cultivaron 100 plL de cada dilucién en placas de
agar-sangre, que se incubaron de la misma forma que se ha venido
describiendo sucesivas veces. A las 24 horas se conté el numero de
colonias, que se refirieron como el log ufc/gramo* de vegetacién o de
tejido pulmonar. En los casos en que los cultivos fueron estériles se

estudio todo el material valvular y si este cultivo fue estéril también se le
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asigné el valor del log correspondiente al nivel de sensibilidad del método

(1 ufc en el residuo)#.

N/vol. sembrado X 1/dilucién contada X (vol. en bolsa+peso)

*ufclg =

peso

#ufclg =

peso del tejido
Previamente al sacrificio se extrajeron hemocultivos a través de las
venas marginales de las orejas. Se realizaron diluciones seriadas de los
hemocultivos hasta 10°y se sembraron 100 uL de cada dilucién en placas

de agar-sangre para contaje; refiriendose a log ufc/mL*.

*ufe/mL = N/vol. sembrado X 1/dilucion contada
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IV.E. VARIABLES DE ANALISIS.

Se estudiaron las siguientes variables:

Log ufc por gramo de vegetacion y numero de valvulas estériles.

Log ufc por gramo de tejido pulmonar y numero de tejidos estériles.

Supervivencia de los diferentes grupos de animales durante el

estudio.

Actividad bactericida de cada uno de los antimicrobianos frente a

las cepas en estudio (CMB y curvas de letalidad).

Cmax (ug/mL), AUC (ug.h/mL), t,,, (h), AT/CMI (h), Cmax/CMI y

AUC/CMI de cada uno de los antimicrobianos del estudio.
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IV.F. METODOS ESTADISTICOS.

Las medias entre los diferentes grupos de tratamiento se

compararon mediante el anélisis de la varianza (ANOVA) y las pruebas

post-hoc de Dunnett y Tukey.

La frecuencia de tejidos estériles y la supervivencia se analizaron

mediante el test exacto de Fisher.

La correlacion de los datos farmacocinéticos/farmacodinamicos con

los resultados del estudio in vivo se analizaron mediante el coeficiente de

correlacion de Pearson.

Un valor de p<0,05 fue considerado significativo.

Los paquetes estadisticos utilizados fueron: SPSS versién 8.0

para Windows y Epi-Info version 6.04a.
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V.RESULTADOS.-
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V.A. CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS Y
BACTERICIDAS DE LOS SEIS ANTIMICROBIANOS
FRENTE A LAS CEPAS DE S. PNEUMONIAE

ESTUDIADAS.

En la Tabla 1 se muestran las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) y bactericidas (CMB) de los diferentes

antimicrobianos frente a las tres cepas del estudio.

Siguiendo los criterios de los NCCLS de 1997%, la cepa
sensible a penicilina (S, CMI:0,015ug/mL), lo fue también al resto de
antimicrobianos, cefotaxima, cefuroxima, ceftriaxona, eritromicina y

vancomicina.

La cepa con resistencia intermedia a penicilina (RI,
CMI:0,25ug/mL) fue resistente a cefuroxima, mientras que fue
susceptible al resto de antimicrobianos, cefotaxima, ceftriaxona,

eritromicina y vancomicina.

La cepa resistente a penicilina (R, CMI:2ug/mL) mostrd
resistencia intermedia a cefotaxima y ceftriaxona, siendo susceptible

a cefuroxima, eritromicina y vancomicina.

96



Resultados

En cuanto a la CMB (tabla 1), para la cepa S todos los
antimicrobianos tienen una CMB de una o dds diluciones superiores
a la CMI, salvo para vancomicina cuya CMB es cuatro diluciones
superior a la CMI. Aun asi esta cepa no presentd tolerancia pues la

CMB fue solo diez veces superior a la CMI.

Para la cepa con RI, cefotaxima y cefuroxima presentaron
una CMB de una dilucion superior a la CMI, para el resto de

antimicrobianos la CMB fue igual a la CMI.

Para la cepa R todos los antimicrobianos presentaron una
CMB de una dilucién superior a la CMI, salvo para vancomicina en

que CMB y CMI fueron iguales.

V.B. ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LOS SEIS
ANTIMICROBIANOS FRENTE A LAS TRES CEPAS DE S.

PNEUMONIAE MEDIANTE CURVAS DE TIEMPO-MUERTE.

En las tablas 2 a 7, se muestra la disminucion de log de
ufc/mL de cada una de las cepas tras 8 horas de incubacién, frente
a concentraciones equivalentes a 1, 2 y 4 veces la CMI para cada

uno de los antimicrobianos.
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V.B.1. PENICILINA (Tabla 2)

Para la cepa S con penicilina no existi6 actividad bactericida
a concentraciones de 1xCMI y de 2xCMI; con 4xCMI, la actividad

bactericida comenz6 a las 8 h. (Figura 1).

Para la cepa Rl con Penicilina la actividad bactericida
comenzé con concentraciones de 4xCMI desde las 4 h. Con
concentraciones de 1xCMI y 2xCMI no existi6 actividad bactericida

antes de 8 horas (Figura 2).

Para la cepa R, la actividad bactericida de penicilina comenz6
a las 8 h con concentraciones 2xCMI, y a las 6 h con
concentraciones de 4xCMI. Con una concentracion de 1xCMI no
existié con penicilina actividad bactericida antes de las 8 primeras

horas de incubacién (Figura 3).

V.B.2. CEFUROXIMA (Tabla 3)

Para la cepa S, con este antimicrobiano no existié actividad
bactericida frente a esta cepa durante las primeras 8 horas a

ninguna de las concentraciones estudiadas. La maxima reduccion

98



Resultados

que se obtuvo fue con 4xCMI de 2,23 log ufc/mL (Figura 4).

Para la cepa RI, Cefuroxima se mostré bactericida desde las
6 h con 4xCMI. No mostrando actividad bactericida a las otras dos
concentraciones antes de las 8 primeras horas de incubacion,
aunque con 2xCMI se obtuvo una reduccién de casi 3 logaritmos

(2,8) desde las 6 horas (Figura 5).

Para la cepa R, durante las 8 primeras horas este
antimicrobiano no alcanzé actividad bactericida para esta cepa

(Figura 6).

V.B.3. CEFOTAXIMA (Tabla 4)

Para la cepa S, con cefotaxima no se obtuvo actividad
bactericida a ninguna de las concentraciones utilizadas, aunque con
concentraciones de 2 y 4 veces la CMI la reduccién llegd a superar

los 2 log ufc/mL (Figura 7).

Para la cepa RI, Cefotaxima fue bactericida a las 8 h con
todas las concentraciones, y desde las 6 h con 2xCMI y 4xCMi

(Figura 8).
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Para la cepa R, al igual que ocurrié con la cepa S, no se
obtuvo actividad bactericida a ninguna de las concentraciones
utilizadas, aunque con concentraciones de 2 y 4 CMI se redujo el

inéculo inicial en mas de 2 log ufc/mL (Figura 9).
V.B.4. CEFTRIAXONA (Tabla 5)

Para ninguna de las cepas estudiadas se obtuvo actividad
bactericida a ninguna de las concentraciones antes de las 8 primeras
horas. No obstante para las cepas S y R con concentraciones de
2xCMI y 4xCM!I se reduce el inéculo inicial en mas de 2 logaritmos

(Figuras 10, 11y 12).
V.B.5. ERITROMICINA (Tabla 6)

Para la cepa S, antes de las 8 primeras horas no se obtuvo
actividad bactericida con ninguna de las concentraciones estudiadas

(Figura 13).

Para la cepa RI, eritromicina fue bactericida desde las 8 h con

2xCMI y 4xCMI (Figura 14).
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Para la cepa R, tampoco hubo actividad bactericida a ninguna
de las concentraciones, al igual que ocurrié con la cepa S. También
con esta, a concentraciones de 2 y 4 veces la CMI la reduccion de

log ufc/mL es superior a 2 (Figura 15).

V.B.6. VANCOMICINA (Tabla 7)
Para la cepa S, vancomicina fue el mas activo, siendo
bactericida a las 8 horas de incubacién con todas las

concentraciones utilizadas (Figura 16).

Para la cepa RI, también fue vancomicina el mas bactericida,
siendolo desde las 2 horas con todas las concentraciones utilizadas

(Figura 17).

Parala cepa R, al igual que ocurria con las otras dos cepas,
vancomicina fue el mas activo, siendo bactericida desde las 4 horas

con todas las concentraciones utilizadas (Figura 18).
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V.C. FARMACOCINETICA.

Las tasas plasmaticas que se obtuvieron en los cinco
animales estudiados para cada uno de los antimicrobianos del
estudio a las dosis inicialmente establecidas quedan expresadas en

las tablas 8 a la 14.

V.C.1. PENICILINA

Para penicilina, se realiz6 el estudio farmacocinético con dos
dosis, 50.000 y 200.000 U/kg. Las concentraciones pico (Cmax) se
obtuvieron a los 60' para ambas dosis (4,16+1,58 ug/mL y 26+7,17

Mg/mL, respectivamente) (Tablas 8 y 9).

Los parametros farmacocinéticos/farmacodinamicos
obtenidos, aparecen en las tablas 18, 19 y 20. Ei area bajo la curva
concentracion-tiempo (AUC) es de 104 y 137,4 ug.h/mL
respectivamente para cada una de las dosis de penicilina utilizadas.
La vida media (t,,) fue de 3,08 y 5,6 horas, respectivamente. El
tiempo en que las concentraciones plasmaticas permanecen por
encima de la CMI (AT/CMI) fue de 10,63 y 10,40 horas para la cepa

S, 9,73 y 14,25 horas para la cepa Rl y de 6,87 y 13,78 horas para
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la cepa R, respectivamente.

V.C.2. CEFUROXIMA

Para cefuroxima, a una dosis de 30 mg/kg la Cmax se obtuvo
en todos los animales estudiados a los 15, con una media de
75.7546.01 pyg/mL (Tabla10). El AUC y la t,, fueron de 141,91
Mg.h/mL y de 1,44 h, respectivamente (Tabla 18). El tiempo en que
las concentraciones plasmaticas permanecieron por encima de la
CMI fue de 4,54, 4,42 y 4 51 horas para las cepas S, Rl y R,
respectivamente (Tabla 19). A una dosis de 40 mg/kg, la Cmax se
obtuvo en todos los animales estudiados a los 15, con una media de
83,61+9,2 yg/mL (Tabla 11). El AUC y la t,,, fueron de 150,002
pg.h/mL y de 2,4 h, respectivamente (Tabla 18). El tiempo en que
las concentraciones plasmaticas permanecieron por encima de la
CMI fue de 7,35, 7,12 y 7,30 horas para las cepas S, Rl y R,

respectivamente (Tabla 19).

V.C.3 CEFOTAXIMA

En la Tabla 12 se exponen las tasas plasmaticas obtenidas

con una dosis unica de 50 mg/kg de cefotaxima. La Cmax se obtuvo
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alos 30', con una media de 42,77+£17,7 ug/mL. Destacar que fue el
antimicrobiano de los utilizados que menor t,,, tuvo (1,1 horas), el
AUC fue de 55,6 ug.h/mL, el AT/CMI fue de 6,5, 6,44 y 6,32 horas

para las cepas S, Rl y R, respectivamente (Tablas 18y 19).
V.C.4. CEFTRIAXONA

A los 60' de instaurar una dosis de 40 mg/kg de ceftriaxona,
en todos los animales estudiados se alcanzd la concentracién pico,
con una media de 97,1846,32 ug/mL (Tabla 13). La t,, fue de 3,8
horas . El AT/CMI fue de 13,17 horas para la cepa S, 13,25 horas
para la cepa Rl y de 13,14 horas para la cepa R. El AUC fue de

630,84 pg.h/mL (Tablas 18 y 19).
V.C.5. ERITROMICINA

En la Tabla 14, se expresan las tasas plasmaticas obtenidas
con una dosis de 15 mg/kg de eritromicina. La Cmax se obtuvo a los
60' ‘con una media de 4,09+0,08 ug/mL. EI AUC fue 6,52 pg.h/mL,
lat,, fue de 0,82 horas (Tabla 18). El AT/CMI fue de 4,56 horas para
las cepas Sy R, y de 4,52 para la cepa RI. En la tabla 15 podemos

ver las tasas plasmaticas de eritromicina, tras una dosis de 30
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mg/kg. La Cmax se obtuvo a los 60' al igual que con la dosis inferior,
con una media de 24,8+2,84 ug/mL. El AUC fue 23,67 yg.h/mL, lat,,
fue de 0,68 horas (Tabla 18). El AT/CMI fue de 5,2 horas para las

cepas Sy R, y de 5,19 horas para la cepa Rl (Tabla 19)

V.C.6. VANCOMICINA

En la Tabla 16 se exponen las tasas plasmaticas obtenidas
con una dosis Unica de 15 mg/kg de vancomicina. La Cmax se
obtuvo a los 15', con una media de 50,15+7,71 ug/mL. Destacar que
fue uno de los antimicrobianos con menor t,, tuvo (1,7 horas), el
AUC fue de 93,00 ug.h/mL y el AT/CMI fue de 4,90 horas para la
cepa S y 4,85 h para las otras dos cepas (Tablas 18 y 19). Los
datos que se obtuvieron a una dosis de 25 mg/Kg aparecen en la
tabla 17, destacando que la vida media fue igual para las dos dosis
empleadas, 1,7 horas. La Cmax se obtuvo a los 30', con una media
de 80,58+8,34 ug/mL, el AUC fue de 127,86 ug.h/mL y el AT/CMI
fue de 4,61 horas para la cepa S y 4,58 h para las otras dos cepas

(Tablas 18 y 19).
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V.C.7. RESUMEN DE LOS RESULTADOS

FARMACOCINETICOS/FARMACODINAMICOS.

En la Tabla 18 se representan los parametros
farmacocineticos obtenidos tras una Unica dosis de cada uno de los
antimicrobianos del estudio en conejos New Zealand de 2 a 3 kg de

peso.

En la Tabla 19 se expresa el tiempo en que la concentracion
plasmatica de cada antimicrobiano permanece por encima de los

valores de la CMI para cada una de las cepas de S. pneumoniae.

En la Tabla 20 se expresa el cociente entre la concentracién
maxima obtenida con cada uno de los antimicrobianos estudiados y
la concentracion minima inhibitoria para cada una de las cepas
estudiadas (Cmax/CMI), asi como el cociente entre el area bajo la
curva de cada uno de los antimicrobianos estudiados y la
concentracidbn minima inhibitoria para cada una de las cepas

(AUC/CML).
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V.C.8. AJUSTE DE DOSIS EN EL MODEL.O IN VIVO

Los datos anteriores se utilizaron para modificar algunas de
las pautas de tratamiento en los estudios in vivo, para adaptarlos lo
mas cercanamente a la farmacocinética humana. Las dosis iniciales
estimadas se calcularon de acuerdo con las dosis usadas
habitualmente en humanos. Solo se modificaron en el caso de existir
diferencias con la farmacocinética humana o bien diferencias entre

las cepas estudiadas.

PENICILINA

La dosis inicial estimada de penicilina fue de 50.000 U/Kg.
Para adaptar las dosis a la CMI de las cepas del estudio se tuvieron
en cuenta dos parametros, AT/CMI y Cmax/CMI. Para la cepa R el
AT/ICMI fue menor que para las otras dos cepas (6,87 h frente a
10,63 y 9,73 h para las cepas S y RI, respectivamente). Con una
dosis de 200.000 U/Kg, este parametro se incrementé a 13,78 h, por
lo que se decidié administrar esta dosis a los animales infectados por
esta cepa. En cuanto a la cepa Rl se utilizd en el tratamiento una
dosisr de 50.000 U/Kg que permite que el Cmax/CMI (16,4) fuera

similar al Cmax/CMI de la dosis de 200.0000U/Kg de penicilina para
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la cepa R (13) (Tabla 20).

CEFUROXIMA

La dosis inicial estimada de 40 mg/Kg, se redujo a 30 mg/Kg
para la cepa S, ya que la concentracion pico es superior a la que se
obtiene en humanos y el Cmax/CMI era muy elevado (2786,6)
respecto a las otras dos cepas (Tablas 18 ,19 y 20). Se mantuvo la
misma dosis (40 mg/Kg) para las otras dos cepas. Por otra parte, al
ser similares los AT/CMI para las tres cepas con dos dosis, se podria

comprobar si la eficacia del tratamiento era dosis dependiente.

CEFOTAXIMA'Y CEFTRIAXONA

No fue necesario realizar cambios en las dosis iniciales
estimadas de 50 y 40 mg/Kg, respectivamente, con AT/CMI similares

para las tres cepas con estos dos antimicrobianos.

ERITROMICINA

Para la cepa S, con eritromicina se disminuyo la dosis de 30

mg/Kg a 15 mg/Kg, ya que al existir muy poca diferencia en el tiempo
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en que las concentraciones plasmaticas permanecen por encima de
la CMI entre ambas dosis ( 5,12 h, vs. 4,56 h.), decidimos comprobar
si con una dosis inferior se obtenia la misma eficacia que con la
dosis superior (Tabla 19). Con las otras dos cepas se continué con

la dosis inicial.

VANCOMICINA

Paralacepa S se disminuyd la dosis de vancomicina de 25
mg/Kg a 15 mg/Kg porque la concentracién pico fue superior a la que
se obtiene en humanos, y el parametro Cmax/CMI| fue 10 veces
superior para esta cepa (Tabla 20). Los animales infectados con las
otras dos cepas (Rl y R) se trataron con la dosis inicial de 25 mg/Kg.

Con ambas dosis, el AT/CMI fue similar para las tres cepas.
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V.D. TRATAMIENTO IN VIVO DE LA ENDOCARDITIS
NEUMOCOCICA Y DE LA INFECCION PULMONAR
AGUDA EXPERIMENTALES EN CONEJOS NEW
ZEALAND, CON DIFERENTES ANTIMICROBIANOS

FRENTE A UN GRUPO CONTROL SIN TRATAMIENTO.

V.D.1. GRUPO DE ANIMALES INFECTADOS CON LACEPAS A

- PENICILINA.

Se inocularon un total de 77 animales con la cepa S, que
fueron asignados a los diferentes grupos terapéuticos. De estos 77
animales solo se contabilizaron 74, ya que el resto fallecieron antes
del inicio del tratamiento. Los grupos definitivos fueron: grupo control
sin tratamiento (N=14), penicilina G procaina (N=10), cefuroxima
(N=10), cefotaxima (N=8), ceftriaxona (N=13), eritromicina (N=10) y

vancomicina (N=10).

CEPA S, GRUPO CONTROL (Tabla 21)

En el grupo de animales inoculados con la cepa S y sin
tratamiento, todos los animales fueron bacteriémicos a las 24 horas

de la inoculacién, con una media del log de ufc/mL de 3,76+0,51, el
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de menor logaritmo fue de 3,00 y el de mayor logaritmo fue de 4,57.
Todos los animales de este grupo fueron tambien bacteriémicos
antes del sacrificio, con una media de 4,13+0,48. En cuanto a las
vegetaciones, todos los animales del grupo presentaron endocarditis,
con una media de 8,5211,3 log de ufc/g de tejido; un solo animal
presenté un log de ufc/g menor de 7 (4,23). Se pudo comprobar que
todos los animales presentaron neumonia con una media de
2,6510,49 log ufc/g. Comentar también que no hubo ningun exitus
entre las primeras 24 horas tras la inoculacién (momento en que

tedricamente se comienza el tratamiento) y el momento del sacrificio.

CEPA S, GRUPO TRATADO CON PENICILINA G PROCAINA

(Tabla 22)

Todos los animales fueron bacteriemicos a las 24 horas de la
inoculacion, con una media de 3,72+0,65 log ufc/mi; los hemocultivos
presacrificio fueron todos esteriles, asi como los cultivos de las
vegetaciones y de los pulmones; no existdé ningun exitus mientras

duré el tratamiento.

CEPA S, GRUPO TRATADO CON CEFUROXIMA (Tabla 23)

Todos los animales asignados a este grupo tuvieron
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hemocultivos positivos a las 24 horas de la inoculacién (3,42+0,33
log ufc/mL). Tanto los hemocultivos presacrificio, como el cultivo de
vegetaciones y pulmones fueron esteriles en el 100% de los
animales estudiados, no existiendo ningun exitus una vez

comenzado el tratamiento.

CEPA S, GRUPO TRATADO CON CEFOTAXIMA (Tabla 24)

Todos los animales fueron bacteriemicos a las 24 horas de la
inoculacién (3,45+0,80 log ufc/mL); los hemocultivos presacrificio
fueron todos esteriles, asi como los cultivos de las vegetaciones y de
los pulmones, no existendo ningin exitus mientras duré el

tratamiento.

CEPA S, GRUPO TRATADO CON CEFTRIAXONA (Tabla 25)

Todos los animales asignados a este grupo tuvieron
hemocultivos positivos a las 24 horas de la inoculacién (X£DS=
3,18+0,83), tanto los hemocultivos presacrificio, como el cultivo de
vegetaciones y pulmones fueron esteriles en el 100% de los
animales estudiados. Una vez comenzado el tratamiento hubo un

exitus (13,6%).

112



Resultados

CEPA S, GRUPO TRATADO CON ERITROMICINA (Tabla 26)

Todos los animales asignados al grupo de tratamiento con
eritromicina fueron bacteriémicos a las 24 horas de la inoculacién
(3,230,71 log ufc/mL), tanto los hemocuitivos presacrificio, como el
cultivo de vegetaciones y pulmones fueron esteriles en el 100% de
los animales estudiados. Una vez comenzado el tratamiento no hubo

ningun exitus.

CEPA S, GRUPO TRATADO CON VANCOMICINA (Tabla 27)

Todos los animales asignados a este grupo tuvieron
hemocultivos positivos a las 24 horas de la inoculacién (3,47+0,65
log ufc/mL). Tanto los hemocultivos presacrificio, como el cultivo de
pulmones fueron esteriles en el 100% de los animales estudiados.
En cuanto al cultivo de las vegetaciones aérticas, fueron esteriles
todas menos una que presentd un logaritmo de 3,50 ufc/g. No
obstante tanto el hemocultivo previo al sacrificio, como el cultivo de
los pulmones de este animal fueron esteriles. Una vez comenzado

el tratamiento, no existidé ningtin exitus.

113



Resultados

V.D.2. GRUPO DE ANIMALES INFECTADOS CON LA CEPA RI

A PENICILINA.

Se inocularon un total de 120 animales con la cepa R, de los
cuales se contabilizaron 85 y al igual que en el grupo anterior el resto
fallecié antes del inicio del tratamiento. Los animales se asignaron a
los mismos grupos terapéuticos anteriores. Grupo control sin
tratamiento (N=17), penicilina G procaina (N=11), cefuroxima
(N=14), cefotaxima (N=13), ceftriaxona (N=11), eritromicina (N=9)

y vancomicina (N=10).

CEPA RI, GRUPO CONTROL (Tabla 28)

En el grupo de animales inoculados con la cepa Rl y sin
tratamiento, todos los animales fueron bacteriémicos a las 24 horas
de la inoculacién, con una media del log de ufc/mL de 4,81+1,15, el
de menor logaritmo fue de 2,60 y el de mayor logaritmo fue de 6,71.
Todos los animales de este grupo fueron sacrificados antes de las
48 horas desde la inoculacién dada la alta mortalidad que
presentaron los animales inoculados con esta cepa. En cuanto a las
vegetaciones, todos los animales supervivientes del grupo

presentaron endocarditis, con una media de 8,07+1,74 log de ufc/g
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de tejido. Se pudo comprobar que todos los animales presentaron
neumonia con una media de 4,1311,85 log ufc/g. Comentar también
que hubo un 23,5% de exitus entre las primeras 24 horas

posteriores a la inoculacién y el momento del sacrificio.

CEPA RI, GRUPO TRATADO CON PENICILINA G PROCAINA

(Tabla 29)

Todos los animales fueron bacteriemicos a las 24 horas de la
inoculacién, con una media de 3,77+1,15 log ufc/mL; los
hemocultivos presacrificio fueron todos esteriles. Los cultivos de las
vegetaciones fueron todos estériles escepto uno (4,73). En cuanto
a los cultivos de los pulmones hubo dos positivos; no existié ninél’m

exitus mientras duro el tratamiento.

CEPA RI, GRUPO TRATADO CON CEFUROXIMA (Tabla 30)

Todos los animales asignados a este grupo tuvieron
hemocultivos positivos a las 24 horas de la inoculacion (4,99+1,07
log ufc/mL). Tanto los hemocultivos presacrificio, como el cultivo de
vegetaciones y pulmones fueron esteriles en el 100% de los

animales estudiados, existiendo un solo exitus una vez comenzado
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el tratamiento (7,1%).

CEPA RI, GRUPO TRATADO CON CEFOTAXIMA (Tabla 31)

Todos los animales fueron bacteriemicos a las 24 horas de la
inoculacion (4,45+0,82 log ufc/mL); los hemocultivos presacrificio
fueron todos esteriles. Los cultivos de los pulmones fueron todos
estériles. En cuanto a los cultivos de las vegetaciones hubo un
81,8% de esteriles, existendo dos exitus mientras duré el tratamiento

(15,3%)

CEPA RI, GRUPO TRATADO CON CEFTRIAXONA (Tabla 32)

Todos los animales asignados a este grupo tuvieron
hemocultivos positivos a las 24 horas de la inoculacién (4,04+0,63
log ufc/mL). Tanto los hemocultivos presacrificio, como el cultivo de
vegetaciones y pulmones fueron esteriles en el 100% de los
animales estudiados. Una vez comenzado el tratamiento no hubo

ningun exitus.
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CEPA RI, GRUPO TRATADO CON ERITROMICINA (Tabla 33)

Todos los animales asignados al grupo de tratamiento con
eritrbmicina fueron bacteriémicos a las 24 horas de la inoculacién
(4,50+0,52 log ufc/mL). Existié un hemocultivo presacrificio positivo
(1,69 ufc/mL)). Los cultivos de vegetaciones y pulmones fueron
esteriles en el 100% de los animales supervivientes. Una vez

comenzado el tratamiento hubo un 44,4% de exitus.

CEPA RI, GRUPO TRATADO CON VANCOMICINA (Tabla 34)

Todos los animales asignados a este grupo tuvieron
hemocultivos positivos a las 24 horas de la inoculacién (4,24+0,28
log ufc/mL). Tanto los hemocultivos presacrificio, como el cultivo de
pulmones fueron esteriles en el 100% de los animales estudiados.
En cuanto al cultivo de las vegetaciones aérticas, también fueron
esteriles todas. Una vez comenzado el tratamiento, solo existié un

exitus (10%).
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V.D.3. GRUPO DE ANIMALES INFECTADOS CON LACEPARA

PENICILINA.

Se inocularon un total de 98 animales con la cepa R, que se
agruparon de la misma forma que los inoculados con las otras dos
cepas. De estos 98 animales solo se contabilizaron 84, por ser los -
que pudieron iniciar tratamiento. Grupo control sin tratamiento
(N=13), penicilina G procaina (N=12), cefuroxima (N=9), cefotaxima
(N=12), ceftriaxona (N=12), eritromicina (N=16) y vancomicina

(N=10).

CEPA R, GRUPO CONTROL (Tabla 35)

En el grupo de animales inoculados con la cepa R y sin
tratamiento, todos los animales a los que se les pudo tomar
hemocultivos a las 24 horas fueron bacteriémicos, con una media del
log de ufc/mL de 3,26+0,42, el de menor logaritmo fue de 2,60 y el
de mayor logaritmo fue de 3,8. En cuanto a las vegetaciones, todos
los animales del grupo presentaron endocarditis, con una media de
8,93+0,37 log de ufc/g de tejido. Se pudo comprobar que todos los
animales presentaron neumonia con una media de 3,34+0,57 log

ufc/g. No hubo ningun exitus despues de las 24 horas posteriores a

118



Resultados

la inoculacion.

CEPA R, GRUPO TRATADO CON PENICILINA G PROCAINA

(Tabla 36)

Todos los animales fueron bacteriemicos a las 24 horas de la
inoculacién, con una media de 3,88+0,76 log ufc/mL; los
hemocuitivos presacrificio fueron todos esteriles excepto uno (1,77).
El porcentaje de vegetaciones estériles fue del 81,8%. En cuanto a
los cultivos de los pulmones todos fueron estériles. Se contabilizé un

exitus mientras duré\el tratamiento (8,3%).
CEPA R, GRUPO TRATADO CON CEFUROXIMA (Tabla 37)

Todos los animales asignados a este grupo tuvieron
hemocultivos positivos a las 24 horas de la inoculacién (3,97+0,56
log ufe/mL). Solo hubo un hemocultivo presacrificio estéril, la media
del log ufc/mL fue de 3,97+0,56. En cuanto al cultivo de
vegetaciones la media fue de 5,21+2,82 log ufc/g, con tan solo dos
estériles de los 9 animales del grupo. E! cultivo de los pulmones fue
de X+DS8=2,68+2,19, siendo solo dos esteriles (22,2%). No hubo

ningun exitus una vez comenzado el tratamiento.
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CEPA R, GRUPO TRATADO CON CEFOTAXIMA (Tabla 38)

Todos los animales fueron bacteriemicos a las 24 horas de la
inoculacion (3,49+0,86 log ufc/mL); los hemocultivos presacrificio
fueron esteriles un 33,3%, asi como un 58,3% de los cultivos
pulmonares. En cuanto a los cultivos de las vegetaciones hubo un
66,68% de esteriles, no existendo ningln exitus mientras duré el

tratamiento.

CEPA R, GRUPO TRATADO CON CEFTRIAXONA (Tabla 39)

Todos los animales asignados a este grupo tuvieron
hemocultivos positivos a las 24 horas de la inoculacién (3,68+0,71
log ufc/mL), los hemocultivos presacrificio fueron esteriles en el
100% de los animales supervivientes. En cuanto al cuitivo de
vegetaciones hubo 2 positivos (16,6%). Durante el tratamiento no

hubo ningun exitus.

CEPA R, GRUPO TRATADO CON ERITROMICINA (Tabla 40)

Todos los animales asignados al grupo de tratamiento con

eritromicina fueron bacteriémicos a las 24 horas de la inoculaciéon
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(3,68+0,71 log ufc/mL). Todos los hemocultivos presacrificio fueron
esteriles. Los cultivos de vegetaciones fueron esteriles en ei 92,8%
de los animales supervivientes. Una vez comenzado el tratamiento

hubo dos exitus (12,5%).

CEPA R, GRUPO TRATADO CON VANCOMICINA (Tabla 41)

Todos los animales asignados a este grupo tuvieron
hemocultivos positivos a las 24 horas de la inoculacion (3,45+0,73
log ufc/mL). Los hemocultivos presacrificio fueron esteriles en el
100% de los animales estudiados. En cuanto al cultivo de las
vegetaciones adrticas y cuitivo de pulmones fueron esteriles todos
menos en dos animales (20%), coincidiendo ambos cultivos positivos
en los mismos animales. Una vez comenzado el tratamiento, solo

existié un exitus (10%)

V.D.4. CEPA S, COMPARACION ENTRE LOS DIFERENTES

TRATAMIENTOS SOBRE LA ENDOCARDITIS.

Todos los grupos de tratamiento fueron igualmente eficaces
respecto de los controles en el aclaramiento del log ufc/g (8,52+1,3)

(p<0.01) (Tabla 42), asi como en la esterilizacion de vegetaciones
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(Tabla 43). Se esterilizaron las vegetaciones en todos los animales
en todos los grupos de tratamiento, salvo en el grupo tratado con
vancomicina en el que la esterilizacién ocurrid en el 90% de los

animales.

En cuanto a los hemocultivos presacrificio, no hubo
diferencias entre los diferentes grupos puesto que para todos los

tratamientos fueron esteriles (Tabla 44).

V.D.5. CEPA RI, COMPARACION ENTRE LOS DIFERENTES

TRATAMIENTOS SOBRE LA ENDOCARDITIS.

Todos los grupos de tratamiento fueron igualmente eficaces
respecto de los controles en el aclaramiento del log ufc/g (8,07+1,74)
(p<0,01) (Tabla 42). Con respecto a la esterilizacién de
vegetaciones, todos los tratamientos fueron igual de eficaces
respecto de los controles (p<0,01). Hubo un 100% de vegetaciones
esteriles para todos los antimicrobianos excepto para penicilina

(90,9%) y para cefotaxima (81,8%) (Tabla 43).

Los hemocultivos presacrificio fueron esteriles para todos los

grupos de tratamiento salvo para eritromicina (1,13%0,30) sin
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diferencias significativas (Tabla 44).

V.D.6. CEPA R, COMPARACION ENTRE LOS DIFERENTES

TRATAMIENTOS SOBRE LA ENDOCARDITIS.

Todos los grupos de tratamiento, escepto cefuroxima, fueron
eficaces respecto de los controles en el aclaramiento del nimero de
unidades formadoras de colonias por gramo de vegetacién (log ufc/g)

(8,93+0,37) (p<0.01) (Tabla 42).

El mejor aclaramiento de microorganismos en las
vegetaciones se obtuvo con vancomicina, penicilina y eritromicina
(1,9510,58; 2,11+£1,04 y 2,02+0,63, respectivamente), pero sin
alcanzar significacion estadistica respecto a cefotaxima vy

ceftriaxona.

En cuanto a la esterilizacion de vegetaciones no existia
diferencia significativa entre el grupo control (0%) y el grupo tratado
con cefuroxima (22,2%), siendo en ambos casos menos eficaces que
el resto de grupos de tratamiento (Tabla 43). penicilina: 81,8%,
cefotaxima: 66,6%, ceftriaxona: 83,3%, eritromicina: 92,8% vy

vancomicina: 88,8%.
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Con respecto a los hemocultivos presacrificio, ocurre
igualmente que cefuroxima es el (nico tratamiento que no tiene
diferencia significativa respecto a los controles (3,69+1,18 vs

4,39+0,50) (Tabla 44).
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V.E. INFLUENCIA DE LA SENSIBILIDAD O RESISTENCIA A LA
PENICILINA DEL NEUMOCOCO EN LA GRAVEDAD DE LA

ENDOCARDITIS.

V.E.1. COMPARACION DE LOS CONTROLES

Se compararon los grupos controles (no tratamiento)
infectados con cada una de las cepas entre ellos, a través del
analisis de la mortalidad y la concentracion de microorganismos en
la valvula (log ufc/g de tejido) y sangre presacrificio (log ufc/mL). Se
comprobd que no existia diferencia significativa entre ellos en cuanto
a la concentracibn de microorganismos en la vaélvula, cepa
S:8,52+1,3, cepa RI:8,07+1,74, cepa R:8,931£0,37 (Tabla 45) y en
sangre, cepa S:4,13+0,48, cepa RI:A4,81i1,15, cepa R:4,39+0,5
(Tabla 45). En lo que se refiere al analisis de la mortalidad,
encontramos que con la cepa Rl existia una mayor mortalidad que
con el resto de las cepas (23,5% para la cepa Rl vs 0% para las

otras dos cepas, p<0,05) (Tabla 45).
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V.E.2. COMPARACION EN LOS GRUPOS DE TRATAMIENTO DE

LA ENDOCARDITIS.

Se analizaron también, los resultados del tratamiento con

cada antimicrobiano por separado, para las tres cepas estudiadas.

En cada antimicrobiano se estudiaron las posibles diferencias
en el aclaramiento de ufc/g de vegetaciones, esterilizacion de

vegetaciones, hemocultivos presacrificio y mortalidad.

No existieron diferencias entre los grupos tratados con

penicilina, ceftriaxona o vancomicina (Tablas 46, 49 y 51).

La cefuroxima fue menos eficaz en el aclaramiento de
microorganismos, tanto en las vegetaciones como en los
hemocultivos presacrificio para la cepa R comparada con las cepas
S y Rl (p<0.01 respectivamente) (Tabla 47). En el resto de los
parametros (mortalidad y vegetaciones estériles) no hubo diferencias

en la eficacia de cefuroxima entre las tres cepas (Tabla 47).

La cefotaxima fue menos eficaz en el aclaramiento de los

hemocultivos presacrificio en la cepas R frente a las S y Rl (p<0.01),
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no existiendo diferencias significativas en cuanto al aclaramiento y
esterilizacién de vegetaciones, y tampoco en cuanto a la mortalidad

(Tabla 48).
En lo que se refiere a los grupos tratados con eritromicina,

existia una mayor mortalidad en el grupo inoculado con la cepa Rl

(p<0,05) (Tabla 50).
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V.F. ESTUDIO DE LA INFECCION PULMONAR QUE PRODUCE
EL MODELO, A TRAVES DEL ESTUDIO DE LOS

GRUPOS CONTROLES Y ANALISIS DEL TRATAMIENTO.

Se produjo infeccidén pulmonar en el 100% de los grupos
controles (Tablas 21, 28 y 35), confirmandose que este modelo

produce infeccion pulmonar concomitante a la endocarditis.

Analizando cada uno de los grupos, en cuanto a la
esterilizacién de los pulmones (Tabla 52) se pudo comprobar que
para la cepa S todos los tratamientos fueron igulamente eficaces
respecto de los controles con un 100% de pulmones esteriles en
todos los casos frente a un 0% (p<0,01). Para la cepa Rl igualmente
todos los tratamientos fueron mas eficaces que los controles
(p<0,05), aunque con penicilina se obtuvo un 77,7% de esterilidad y
con el resto de los antimicrobianos en el 100%. Para la cepa R,
todos los tratamientos alcanzaron diferencias significativas con los
controles (p<0,05), excepto cefuroxima con la que solo se obtuvo un

28,5% de pulmones esteriles.

En cuanto a la cuantificacién de microorganismos en los

pulmones, dado que para las cepas S y Rl practicamente todos los
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cultivos de pulmén fueron estériles, no se analizaron las medias de
ufc/g de pulmén. Para la cepa R, todos los tratamientos fueron
igualmente eficaces respecto de los controles (p<0,01) salvo
cefuroxima, que al igual que en la endocarditis, no presenté

diferencia significativa con los controles (Tabla 53).
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V.G. ESTUDIO DE LA APARICION DE CEPAS RESISTENTES
A LA PENICILINA AL FINALIZAR EL TRATAMIENTO, EN
LOS  ANIMALES TRATADOS CON ESTE

ANTIMICROBIANO.

De los animales inoculados con la cepa S y tratados con
penicilina, hubo un 100% de esterilizacion de vegetaciones y de

hemocultivos, por lo que no se pudo recuperar ninguna cepa.

De los animales inoculados con la cepa Rl y tratados con
penicilina, solo se pudo recuperar la cepa de un solo animal, ya que
el resto fueron estériles, pudiendose comprobar que en esta cepa se
mantenia la misma susceptibilidad a penicilina previa a la inoculacion

y tratamiento.
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V.H. CORRELACION DE LOS PARAMETROS
FARMACOCINETICOS/FARMACODINAMICOS CON LOS

ESTUDIOS IN VIVO.

Dado que con las cepas S y Rl a penicilina, practicamente
todas las vegetaciones y hemocultivos, asi como los cultivos de
pulmén fueron esteriles, no se ha realizado el analisis

farmacocinético/farmacodinamico con estas cepas.

Con la cepa R se calculd el coeficiente de correlacion de
Pearson para los parametros farmacocinéticos/farmacodinamicos
(AT/CMI, Cmax/CMI y AUC/CMI) frente a las variables estudiadas en
los grupos terapéuticos (log ufc/g de vegetacién, log ufc/g de pulmén

y log ufc/mL de sangre).

V.H.1. Estudio de la correlaciéon entre AT/CMI y el log ufc/g de

vegetacion.

1. Estudio de la correlacién entre AT/CMI de todos los
antimicrobianos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima,

ceftriaxona, eritromicina y vancomicina) y las medias del log ufc/g
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de vegetacién obtenida en los grupos de animales tratados con cada
uno de los antimicrobianos. El coeficiente de correlacion de Pearson
fue de -0,19, siendo el valor de p>0,05 para 4 grados de libertad. No
existié pues correlacién con nivel de significacion estadistica entre

estas variables.

2. Estudio de la correlacion entre AT/CMI de los B-
lactamicos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima vy
ceftriaxona) y las medias del log ufc/g de vegetacion obtenida en
los grupos de animales tratados con cada uno de los
;ntimicrobianos. El coeficiente de correlacion de Pearson fue de
-0,87, siendo el valor de p<0,05 para 2 grados de libertad. Existié
pues correlacién negativa con nivel de significacion estadistica entre

estas variables.

V.H.2. Estudio de la correlacion entre Cmax/CMl y el log ufc/g

de vegetacion.

1. Estudio de la correlacion entre Cmax/CMI de todos los
antimicrobianos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, eritromicina y vancomicina) y las medias del log ufc/g

de vegetacion obtenida en los grupos de animales tratados con cada
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uno de los antimicrobianos. El coeficiente de correlacién de Pearson
fue de -0,25, siendo el valor de p>0,05 para 4 grados de libertad. No
existié pues correlacion con nivel de significaciéon estadistica entre

estas variables.

2, Estudio de la correlacién entre Cmax/CMI de los B-
lactamicos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima vy
ceftriaxona) y las medias del log ufc/g de vegetacion obtenida en
los grupos de animales tratados con cada uno de los
antimicrobianos. El coeficiente de correlacién de Pearson fue de
+0,70, siendo el valor de p>0,05 para 2 grados de libertad. No
existié pues correlaciéon con nivel de significacion estadistica entre

estas variables.

V.H.3. Estudio de la correlacion entre AUC/CMI y el log ufc/g de

vegetacién.

1. Estudio de la correlacion entre AUC/CMI de todos los
antimicrobianos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, eritromicina y vancomicina) y las medias del log ufc/g
de vegetacion obtenida en los grupos de animales tratados con cada

uno de los antimicrobianos. El coeficiente de correlacion de Pearson
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fue de -0,31, siendo el valor de p>0,05 para 4 grados de libertad. No
existié pues correlacion con nivel de significacion estadistica entre

estas variables.

2. Estudio de la correlacién entre AUC/CMI de los B-
lactdmicos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima vy
ceftriaxona) y las medias del log ufc/g de vegetacion obtenida en
los grupos de animales tratados con cada uno de los
antimicrobianos. El coeficiente de correlacion de Pearson fue de
-0,27, siendo el valor de p>0,05 para 2 grados de libertad. No existi6
pues correlacion con nivel de significacion estadistica entre estas

variables.

V.H.4. Estudio de la correlaciéon entre AT/CMI y el log ufc/g de

pulmén.

1. Estudio de la correlacion entre AT/CMI de todos los
antimicrobianos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, eritromicina y vahcomicina) y las medias del log ufc/g
de pulmén obtenida en los grupos de animales tratados con cada
uno de los antimicrobianos. El coeficiente de correlacion de Pearson

fue de -0,22, siendo el valor de p>0,05 para 4 grados de libertad. No
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existié pues correlacién con nivel de significacion estadistica entre

estas variables.

2. Estudio de la correlacion entre AT/CMI de los B-
lactamicos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima y
ceftriaxona) y las medias del log ufc/g de pulmén obtenida en los
grupos de animales tratados con cada uno de los antimicrobianos.
El coeficiente de correlacion de Pearson fue de -0,75, siendo el
valor de p>0,05 para 2 grados de libertad. No existié pues
correlacién con nivel de significacién estadistica entre estas
variables, aunque se ve una clara tendencia a la correlacion

negativa.

V.H.5. Estudio de la correlacion entre Cmax/CMIl y el log ufc/g

de pulmén.

1. Estudio de la correlacion entre Cmax/CMI de todos los
antimicrobianos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, eritromicina y vancomicina) y las medias del log ufc/g
de pulmén obtenida en los grupos de animales tratados con cada
uno de los antimicrobianos. El coeficiente de correlacion de Pearson

fue de -0,04, siendo el valor de p>0,05 para 4 grados de libertad. No
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existié pues correlacién con nivel de significacion estadistica entre

estas variables.

2. Estudio de la correlaciéon entre Cmax/CMI de los B-
lactamicos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima y
ceftriaxona) y las medias del log ufc/g de pulmén obtenida en los
grupos de animales tratados con cada uno de los antimicrobianos.
El coeficiente de correlacion de Pearson fue de +0,79, siendo el valor
de p>0,05 para 2 grados de libertad. No existié pues correlacién con

nivel de significacion estadistica entre estas variables.

V.H.6. Estudio de la correlacion entre AUC/CMI y el log ufc/g de

pulmoén.

1. Estudio de la correlacién entre AUC/CMI de todos los
antimicrobianos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, eritromicina y vancomicina) y las medias del log ufc/g
de puimén obtenida en los grupos de animales tratados con cada
uno de los antimicrobianos. El coeficiente de correlacion de Pearson
fue de -0,12, siendo el valor de p>0,05 para 4 grados de libertad. No
existid pues correlacion con nivel de significacién estadistica entre

estas variables.
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2. Estudio de la correlacién entre AUC/CMI de los f-
lactamicos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima y
ceftriaxona) y las medias del log ufc/g de pulmén obtenida en los
grupos de animales tratados con cada uno de los antimicrobianos.
El coeficiente de correlacion de Pearson fue de -0,06, siendo el
valor de p>0,05 para 2 grados de libertad. No existié pues
correlacién con nivel de significacion estadistica entre estas

variables.

V.H.7. Estudio de la correlacion entre AT/CMI y el log ufc/mL. de

sangre.

1. Estudio de la correlacién entre AT/CMI de todos los
antimicrobianos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, eritromicina y vancomicina) y las medias del log ufc/mL
de sangre obtenida en los grupos de animales tratados con cada uno
de los antimicrobianos. El coeficiente de correlacion de Pearson fue
de -0,20, siendo el valor de p>0,05 para 4 grados de libertad. No
existié pues correlaciéon con nivel de significacion estadistica entre

estas variables.
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2. Estudio de la correlacion entre AT/CMI de los B-
lactamicos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima y
ceftriaxona) y las medias del log ufc/mL de sangre obtenida en los
grupos de animales tratados con cada uno de los antimicrobianos.
El coeficiente de correlacion de Pearson fue de -0,74, siendo el
valor de p>0,05 para 2 grados de libertad. No existié pues
correlacién con nivel de significacion estadistica entre estas

variables, aunque si existe una tendencia a la correlacién negativa.

V.H.8. Estudio de la correlacion entre Cmax/CMl y el log ufc/mL

de sangre.

1. Estudio de la correlacion entre Cmax/CMI de todos los
antimicrobianos del estudid (penicilina, cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, eritromicina y vancomicina) y las medias del log ufc/mL
de sangre obtenida en los grupos de animales tratados con cada uno
de los antimicrobianos. El coeficiente de correlacién de Pearson fu\e
de -0,18, siendo el valor de p>0,05 para 4 grados de libertad. No
existié pues correlacion con nivel de significacién estadistica entre

estas variables.

2. Estudio de la correlacion entre Cmax/CMI de los (-
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lactamicos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima y
ceftriaxona) y las medias del log ufc/mL de sangre obtenida en los
grupos de animales tratados con cada uno de los antimicrobianos.
El coeficiente de correlacién de Pearson fue de +0,76, siendo el
valor de p>0,05 para 2 grados de libertad. No existié pues
correlacién con nivel de significacion estadistica entre estas

variables.

V.H.9. Estudio de la correlacion entre AUC/CMI y el log ufc/mL

de sangre.

1. Estudio de la correlacion entre AUC/CMI de todos los
antimicrobianos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, eritromicina y vancomicina) y las medias del log ufc/mL
de vegetacion obtenida en los grupos de animales tratados con cada
uno de los antimicrobianos. El coeficiente de correlacion de Pearson
fue de -0,26, siendo el valor de p>0,05 para 4 grados de libertad. No
existié pues correlacién con nivel de significacion estadistica entre

estas variables.

2. Estudio de la correlaciéon entre AUC/CMI de los B3-

lactamicos del estudio (penicilina, cefuroxima, cefotaxima vy

139



Resultados

ceftriaxona) y las medias del log ufc/mL de sangre obtenida en los
grupos de animales tratados con cada uno de los antimicrobianos.
El coeficiente de correlaciéon de Pearson fue de -0,104, siendo el
valor de p>0,05 para 2 grados de libertad. No existid pues
correlacién con nivel de significaciéon estadistica entre estas

variables.
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Tabla 1. Concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas de los seis

antimicrobianos frente a las tres cepas de S. pneumoniae estudiadas.

PENICILINA 0,015 0,03 0,25 0,25 2 4
CEFUROXIMA 0,03 0,12 2 4 0,5 1
CEFOTAXIMA 0,015 0,03 0,5 1 1 2
CEFTRIAXONA 0,015 0,03 0,12 0,12 1 2

ERITROMICINA 0,03 0,06 0,06 0,06 0,03 0,06
VANCOMICINA 0,05 0,5 0,5 05 0,5 0,5
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Tabla 2. Variaciones en log ufc/mL a las 8 horas de incubaciéncon

diferentes concentraciones de penicilina (Curvas de tiempo-muerte).

Variaciones en log de ufc/mL
Penicilina
1CMI 2CMI 4CMI
Cepa S +1,21 -2,79 -3,14
Cepa Rl +0,20 +1,30 4,20 1
Cepa R -1,02 -3,13 -3,73 H

Tabla 3. Variaciones en log ufc/mL a las 8 horas de incubacién con

diferentes concentraciones de cefuroxima (Curvas de tiempo-muerte).

Variaciones en log de UFC/mL
Cefuroxima
1CMI 2CMI 4CMI
Cepa S +0,80 -1,63 -2,23
CepaRI -1,20 -2,80 -3,80
CepaR +0,19 -1,39 -1,37
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Tabla 4. Variaciones en log ufc/mL a las 8 horas de incubacién con

diferentes concentraciones de cefotaxima (Curvas de tiempo-muerte).

Variaciones en log de ufc/mL

Cefotaxima
1CMi 2CMI 4CMI
Cepa § -0,70 -2,04 238 |
CepaRI -3,25 -3,50 -4,20 "
Cepa R 0,94 2,43 -2.83 J

Tabla 5. Variaciones en log ufc/mL a las 8 horas de incubacién con

diferentes concentraciones de ceftriaxona (Curvas de tiempo-muerte).

Variaciones en log de ufc/mL
Ceftriaxona
1CMI 2CMI ACMI
Cepa S +0,51 -2,20 -2,60
Cepa RI +0,80 +0,80 -1,40
L CepaR -0,35 | -2,02 -2,53
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Tabla 6. Variaciones en log ufc/mL a las 8 horas de incubacion con

diferentes concentraciones de eritromicina (Curvas de tiempo-muerte).

Variaciones en log de ufc/mL
Eritromicina
1CMI 2CMI 4ACMI
Cepa S -1.49 -2,07 -2,30
CepaRI -2,60 -3,20 4,20
CepaR -1,43 -2,13 -2,43 "

Tabla 7. Variaciones en log ufc/mL a las 8 horas de incubacion con

diferentes concentraciones de vancomicina (Curvas de tiempo-muerte).

Variaciones en iog de ufc/mL
Vancomicina
1CMI 2CMI 4CMI
Cepa S -3,27 -3,44 -3,74
CepaRI -4,20 4,20 4,20
CepaR -4.43 -3,83 -3,69
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Tabla 8. Tasas plasmaticas (ug/mL) de penicilina en conejos New Zealand

(Dosis: 50.000 U/kg)

= e a1
N/T 15' 30 60’ 120' 240' 480 720'
1 2,3 2,4 2,6 22 0,95 0,32 0,80
2 2,8 4,0 5,0 1,4 0,95 - -
3 2,0 IND 2.4 0,7 0,55 0,47 0,16
4 2,2 1,6 60 - 1,8 0,2 0,29 IND
5 2,3 1,4 48 1,6 0,35 0,48 0,50
X£DS 2,3240,29 2,35¢1,18 4,16+1,58 1,54+0,55 0,60,55 0,39+0,34 0,24+0,22 I

IND: Indeterminado

Tabla 9. Tasas plasmaticas (ug/mL) de penicilina en conejos New Zealand

(dosis: 200.000 U/kg)

N/T 15' 30' 60’ 120’ 240' 480’ 720
1 8,5 13 18 24 15 11,5 6,5
2 8 13 19 23 18 14,5 6
3 13,5 21 34 21 10 10 IND
4 3 16 28 17 7 8,5 5,5
5 7,5 11 31 13 45 2 6
X+DS 9,142 .48 14,813,89 267,17 19,644,56 10.945,57 9,314,64‘ 60,40

IND: Indeterminado
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Tabla 10. Tasas plasmaticas (ug/mL) de cefuroxima en conejos New

Zealand (dosis: 30 mg/kg)

N/T 15' 30 60’ 120' 240 480'

1 71,5 67 56 30,5 12,8 IND

2 80 63 60 39 12 IND
XtDS 75,75 65 58 34,75 12,45 IND

IND: Indeterminado

Tabla 11. Tasas plasmaticas (ug/mL) de cefuroxima

Zealand (dosis: 40 mg/kg)

en conejos New

IND: Indeterminado

NT 15' 30' 60’ 120" 240’ 480’

1 75,05 51,45 48,07 22,01 16,61 13,51

2 78,45 58,1 46,7 26,13 8,38 10,77

3 97.65 52,65 52,18 12,41 2,89 7,34

4 78,85 73,9 65,9 13,78 3,72 7,67

5 88,08 86,66 70,01 16,563 11,12 10,77
X+DS 83,61+9,2 64,55£15,2 56,57+10,6 18,1745,7 8,54+5,6 10,012,5

—

147



Tablas y Figuras

Tabla 12. Tasas plasmaticas (ug/ml) de cefotaxima en conejos New

Zealand (dosis:50 mg/kg).

N/T 15' 30' 60' 120' 240' 480'

1 52,6 60,1 12 10,56 0,42 0,5

2 30 48 285 11,66 0,58 0,56

3 10,6 18 15,8 13,9 0,82 0,54

4 19,6 - 9,8 9,75 0,58 0,52

5 48 45 31,5 14,25 0,76 0,52
X£DS 32,16117,9 42,77+£17.7 19,549,8 12,0142 0,6310,15 0,52+0,02

IND: Indeterminado

Tabla 13. Tasas plasmaticas (ug/ml) de ceftriaxona en conejos New

Zealand (dosis:40mg/kg)
N/T 15' 30' &80 120' 240' 480' 720
1 52,65 65 91 87 71 17,5 4
2 50,3 82 91 a0 85 40 15
3 53,3 62 105 90 81 34,5 16,5
4 495 64 101,9 96 99 45 5 28
5 56 IND 97 74 57 28,5 6,5
X£DS 52,35+2,58 63,2541,5 97,1846,32 87,4+8,17 78,6+15,7 33,2+10,8 14494

IND: Indeterminado
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Tabla 14. Tasas plasmaticas (ug/ml) de eritromicina en conejos New

Zealand (dosis 15 mg/kg).

IND: Indeterminado

NIT 15' 30’ 80’ 120' 240' 480’
1 2,06 2,08 4,03 1,52 0,32 IND

2 2,5 2,17 4,14 1,3 0,21 IND
X+DS 2,28+0,31 2,12+0,08 4,09:0,08 1,41£0,16 0,2640,08 IND

Tabla 15. Tasas plasmaticas (ug/ml) de eritromicina en conejos New

Zealand (dosis 30 mg/kg).

IND: Indeterminado

.
NIT 15 30 60" 120" 240 480’ "
1 2,06 2,9 215 2,06 0,76 IND I

2 2,06 2,72 237 1,63 1,08 IND

3 25 2,9 28,1 1,85 1,08 IND

4 2,72 2,9 - - 1,08 IND

5 2,28 25 259 2,06 0,43 IND

X+DS 2,3240,29 2,78£0,18 24,842,84 1,9£0,21 0,890,29 IND
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Tabla 16. Tasas plasmaticas (ug/ml) de vancomicina conejos New

Zealand (dosis: 15 mg/kg).

IND: Indeterminado

N/T 15 30' 80’ 120' 240’ 480’ 720
1 556 35,7 37,1 249 6,89 IND IND
2 447 39,3 33,5 22,7 14,1 IND IND
X+DS 50,1547,71 37,5+2,55 35,342,55 23,8+1,56 10,49+5,1 IND IND
IND: Indeterminado
Tabla 17. Tasas plasmaticas (ug/ml) de vancomicina conejos New
Zealand (dosis:25 mg/kg).
N/T 15' 30 60 120' 240" 480 720
1 - 76,64 84,32 449 27,89 17,47 IND IND
2 77,74 93,1 48,19 29,54 21,31 IND IND
3 74,44 73,34 44 9 24,05 14,73 IND IND
4 67,86 78,84 449 26,8 15,28 iIND IND
5 55,78 73,34 37,77 20,21 - IND IND
X+DS 70,4949,07 80,58+8,34 44 13%3,83 25,69+3,66 17,19+2,98 IND IND

150




Tablas y Figuras

Tabla 18. Parametros farmacocinéticos obtenidos con los antimicrobianos

del estudio, en conejos New Zealand.

______J DOSIS AUC Cmax t =—|—|
ANTIMICROBIANOS U/Kg - mglk ug.h/mL gL h
PENICILINA G 50000 U/Kg 10,4 4,1%1,5 3,08
PENICILINA G 200000 U/Kg 1374 2617,1 56
CEFUROXIMA 30 mg/Kg 141,91 83,6£9,2 1,44
CEFUROXIMA 40 mg/Kg 150,7002 75,75t6,01 24
CEFOTAXIMA 50 mg/kg 55,6 4274177 1,1
CEFTRIAXONA 40 mg/Kg 630,84 97,1¢6,3 3,8
ERITROMICINA 15mg/Kg 6,52 4,09+0,08 0,82
ERITROMICINA 30 mg/Kg 23,67 24,8+2.84 0,68
VANCOMICINA 15 mg/Kg 93,00 50,157.71 17
VANCOMICINA 25mg/Kg 127.8 80,548,3 17
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Tabla 19. Tiempo (horas) en que las concentraciones plasmaticas

. permanecen por encima de la CMI (AT/CMI).

ATICMI Dosis CepaS CepaRI CepaR
PENICILINA G 50.000 U/Kg 10,63 9,73 6,87
PENICILINA G 200.000 U/Kg 14,4 14,25 13,78
CEFUROXIMA 30 mg/kg 4,54 4,42 4,51
CEFUROXIMA 40mg/Kg 7,35 7,12 7,30
CEFOTAXIMA 50 mg/Kg 65 6,44 6,32
CEFTRIAXONA 40 mg/Kg 13,17 13,25 13,14

ERITROMICINA 15 mg/Kg 4,56 4,52 4,56
ERITROMICINA 30 mg/Kg 5,20 5,19 5,20
VANCOMICINA 15 mg/Kg 4,90 4,85 4,85
VANCOMICINA 25 mg/Kg 4,61 4,58 4,58
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Tabla 20. Cociente Cmax/CMI y AUC/CM! para cada uno de los

antimicrobianos, frente a las tres cepas del estudio.

Dosis Cepa S Cepa Ri — Cepa R
Cmax/CM| AUC/CMI Cmax/CM! AUC/CMI Cmax/CMI AUC/CMI
PENICILINA G 50.000 273,3 1,040 16,4 41,6 2,06 52
UiKg
PENICILINA G 200.000 1733,3 15000,2 104 5496 13 68,7
UlkKg
CEFUROXIMA 30 mg/Kg 2525 4730,3 37,87 70,95 151,5 283,82
CEFUROXIMA 40 mg/Kg 2786,6 1333,3 41,8 75,001 167,2 300,004
CEFOTAXIMA 50 mg/Ki 2846.,6 3706,8 85,4 11,2 42,7 55,6
CEFTRIAXONA 40 mg/K 6473,3 42056 809,16 5257 97,1 630,84 “
| ERITROMICINA 15 mg/Kg 136,3 217,3 68,16 108,6 136,3 217,3 |
ERITROMICINA 30mgiKg 826,6 789 413,3 394,5 826,6 789
VANCOMICINA 15mg/Kg 1003,6 1860 100,36 186 100,36 186
VANCOMICINA 25 mg/Kg 16116 2556 161,16 255,86 161,16 255,6
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Tabla 21. S. pneumoniae Cepa S. Grupo control

Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufe/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufc/g
INOCULACION log ufe/mL
log ufc/mbL
1 7.1 4,04 4,04 7,62 3,04 NO
2 7.1 400 4,00 8,20 2,60 NO
3 71 420 420 8,81 293 NO
4 7.1 457 457 423 3,20 NO
5 6,7 4,30 3,69 8,25 2,41 NO
6 87 347 407 827 223 NO
7 6.7 3,45 417 9,77 2,36 NO
8 67 3,04 3.27 9,00 1,87 NO
9 8,7 458 4,69 9,49 2,78 NO
10 6,7 3.66 464 9,65 350 NO
11 6,7 3,30 >5 9,01 292 NO
12 67 3,00 3,69 8,83 311 NO
13 67 347 432 8,89 2,32 NO
14 67 3,69 3,60 8,32 1,92 NO
X£DS/% 6,8110,18 3,76+0,51 4,13:0,48 8,52+1,3 2,65+0.49 0%
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Tabla 22. S. pneumnoniae Cepa S. Tratamiento con penicilina G procaina

50.000 U/kg im.

= ——
Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufc/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufe/g log ufe/g
INOCULACION log ufc/mbL
log ufe/mL
1 7,55 4,41 <1 <1,76 <0,03 NO
2 7.55 2,69 <1 <147 <0,28 NO
3 7,55 417 <1 <1.48 <0,44 NO
4 7,55 3,07 <1 <1,28 <0,06 NO
S 755 3,60 <1 <2,02 <0,15 NO
6 7.55 4,79 <1 <242 <040 NO
7 7,55 3,77 <1 <1,46 <0,34 NO
3 7,64 3,80 <1 <1.85 <0,49 NO
9 7,64 3,04 <1 <1,76 <0,97 NO
10 7,64 3,84 <1 <1,59 <0,37 NO
Xx£DS/% 7,58:0,04 3,72+0,65 1 171203 0,3:0,2 0%
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Tabla 23. S. pneumoniae Cepa S. Tratamiento con cefuroxima 30 mg/kg

im.

N° INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
tog ufc/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufc/g
INOCULACION log ufc/mL
log ufe/mL
1 7,91 3,69 <1 <1,60 <0,82 NO
2 7.9 277 <1 <2,03 <0,70 NO
3 79 3,69 <1 <1,54 <1,35 NO
4 7.9 3,30 <1 <133 <0,92 NO
S 791 3,00 <1 <236 <0,77 NO
6 791 3862 <1 <148 <1,05 NG
7 791 3,47 <1 <1,48 <0,93 NO
8 7,91 3,30 <1 <163 <133 NO
9 7,91 3,60 <1 <1,88 <1,09 NO
10 7,91 3,83 <1 <155 <124 NO
XxDS/% 7,91 3,42+0,33 1 1,6810,3 1,02+0,2 0%
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Tabla 24. S. pneumoniae Cepa S. Tratamiento con cefotaxima 50 mg/kg

im.
Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
Jog ufc/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufc/g
INOCULACION log ufc/mi
log ufe/mbL
1 7.1 4,38 <1 <1,8 <074 NO
2 7.1 347 <1 <1,54 <0,44 NO
3 7.11 384 <1 <1.84 <0,84 NO
4 711 3,77 <1 <1,60 <1,02 NO
5 711 2,84 <1 <2,10 <0,83 NO
6 7.11 430 <1 <165 <097 NO
7 711 2,00 <1 <3,38 <0,92 NO
8 7,11 3,00 <1 <2,37 <0,55 NO
X+DS/% 7,11 3,45+0,8 1 2,03+0,6 0,7+0,3 0%
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Tabla 25. S. pneumoniae Cepa S. Tratamiento con ceftriaxona 40 mg/kg

im.

N° INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufe/mb 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufc/g
INOCULACION log ufc/mL
log ufc/ml
1 8,77 4,23 <1 <3,00 <065 NO
2 6,77 2,00 <1 <252 <0,72 NO
3 677 277 <1 <224 <057 NO
4 6,77 2,84 <1 <274 <0,87 NO
5 677 473 <1 <2,05 <117 NO
5 8,77 247 <1 <2,60 <037 NO
7 6,77 2,69 <1 - <272 NO
8 8,77 2,47 - - - St
9 677 353 <1 <1,23 <1,07 NO
10 877 2,47 <1 <292 <0,97 NO
11 6,77 3,30 <1 <2,31 <044 NO
12 6,77 400 <1 <2,88 <0,53 NO
13 6,77 3,95 <1 <1,81 <0,64 NO
X+DS/% 877 3,18+0,83 1 2,41:0.5 0,320.3 136%
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Tabla 26. S. pneumoniae 'Cepa S. Tratamiento con eritromicina 15 mg/kg

iv.
Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufc/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufc/g
INOCULACION log ufc/mL
log ufe/mL

1 6,80 1,47 <1 <172 <0.79 NO

2 6,80 3,77 <1 <195 <0,59 NQ

3 6,80 330 <1 <197 - NQ

4 6,80 395 <t <141 <0.67 NO

5 6,80 2,90 <1 <1,99 <0,65 NO

6 6,80 284 <1 <190 - NO

7 6,80 369 <1 <1,52 <070 NO

8 6,80 330 <1 <1,80 <0,45 NO

g 7,86 369 <1 <2,03 <0,16 NO

10 7,86 347 <1 <2.50 - NO
XxDS/% 7014044 3,23+0.71 1 1,87+0.30 0,8£0,4 0%
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Tabla 27. S. pneumoniae Cepa S. Tratamiento con vancomicina 15

mg/kg iv.
Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufc/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufe/g log ufc/g
INOCULACION log ufc/mL
log ufc/mL

1 7.86 369 <1 <189 <0,28 NO “

2 7,86 492 <1 3,50 <0,37 NO

3 7,86 334 <1 <2,27 - NO “

4 7.86 2,84 <1 <175 <042 NO

5 7.86 3,44 <1 <1.79 - NO “

6 723 3,00 <t <193 <0.38 NO

7 723 3,90 <1 <143 <0,49 NO “

8 7,23 3,30 <1 <141 - NO

9 6,68 2,60 <1 <1,80 <039 NO

10 6,68 269 <1 <1,27 <038 NO
X£DS$/% 743:040 | 3473065 <t 1,90+0,60 0,2:0.2 0%
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Tabla 28. S. pneumoniae cepa RIl. Grupo control.

Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufe/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufc/g )
INOCULACION log ufc/ml
log ufe/mb
1 747 464 4,64 7,18 4,14 NO
2 747 3,77 3,77 7,56 3,14 NO
3 747 499 499 9,07 - NO
4 747 260 2,60 3,60 238 NO
5 747 357 3,57 9,15 2,30 NO
6 747 581 581 6,36 529 NO
7 7,53 6,17 6,17 7,57 - NO
8 753 486 4,86 9,83 3,77 NO
9 7,53 425 425 7,79 3,96 NO
10 7,53 3,14 3.14 9,20 2,11 NO
11 7,53 4,77 477 10,52 7,36 NO
12 7,53 4,14 414 8,70 - NO
13 753 497 - - - Sl
14 7,92 5,20 5,20 8,72 6,86 NO
15 7,53 817 - - - Sl
16 5,92 6,11 - - - S|
17 6,92 6,71 - - - S|
XxDS/% 7.46:0,22 481£1.15 4,45:1,01 8,07+1.74 4,13+1.85 23.5%

161




Tablas y Figuras

Tabla 29. S. pneumoniae Cepa RI. Tratamiento con penicilina G procaina

50.000 u/kg im.

Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACICONES PULMON EXITUS
log ufe/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufe/g log ufc/g
INOCULACION log ufe/mb
log ufc/mb

1 5.96 1,30 <1 <2,06 0,76 NO

2 5,96 434 <1 <1,74 <0,73 NO

3 5,96 3,07 <1 <2,4 <0.72 NO

4 5,96 3,50 <1 <2,03 <0,74 NO

5 5,96 4,25 <1 4,73 <0,84 NO

6 5.96 3,14 <1 <2,03 <0,44 NO

7 5,96 5,77 <1 <2,42 - NO

3 5,96 3,34 <1 <1,78 - NO

9 5,96 4.30 <1 <1,73 <0,63 NO

10 5,96 4,90 <1 <1.87 2.46 NO

11 5.96 3,30 <1 <2,01 <0,41 NO
X+DS/% 5.96 3.77£1,15 1 2,25+0.83 0.85+£0.61 0%
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Tabla 30. S. pneumoniae Cepa RI. Tratamiento con cefuroxima 40 mg/kg

im.

Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
ufe/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufe/g log uft/g
INOCULACION log ufc/mL.
log g_fc/mL
1 7,84 3,25 <1 <2,158 <0,28 NO
2 7.84 530 <1 <215 <0,50 NO
3 784 4,41 <1 <153 <0,88 NO
-4 7.84 382 <t <0.83 - NO
5 7,77 5,47 <1 <2,37 - NO
] 7,77 6,17 <1 <0,75 <0,57 NO
7 777 455 <1 <2,15 <088 NO
8 7,77 5,71 <1 <0,81 <0,50 NO
9 777 525 <1 <231 <048 NO
10 7.77 525 <1 <2,20 <0,72 NO
11 7,69 4,04 <1 <285 <Q,75 NO
12 769 404 <1 <309 <050 NO
13 769 5,10 <1 <2,69 <107 NO
14 7.84 7.47 - - - sl
XtDS/% 7,77+0,08 4,99+1,07 1 1,990,78 0,64:0,23 7.1%
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Tabla 31. S. pneumoniae Cepa RI. Tratamiento con cefotaxima 50 mg/kg

im.

N° INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
ufe/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufe/g
INOCULACION log ufc/mL
log ufc/mL
1 734 398 <1 <2,27 <0,63 NO
2 734 473 <1 <1,668 <0,90 NO
3 734 384 <1 <2,23 <086 NO
4 7,34 3,44 <1 4,86 <06 NO
5 7,34 4,44 <1 <2,52 <0,59 NO
6 734 341 <1 <2,79 - NO
7 7.34 3,73 <1 <2,85 - NO
8 734 530 <1 <1,60 <0,42 NO
9 734 464 <1 5,44 <1,02 NO
10 7.34 453 - - - sl
11 7,69 5,12 <1 <2,11 <0,71 NO
12 7,69 4,43 <1 <1,73 <0,39 NO
13 7,78 6,38 - - - S|
X£DS/% 7,42£0,15 4,45+0,82 1 2,712 0,2+0.3 15,3%
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Tabla 32. S. pneumoniae Cepa RI. Tratamiento con ceftriaxona 40 mg/kg

im.

Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufc/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufclg
INOCULACION log ufc/m
log ufe/mb

1 7,60 400 <1 <1.46 <076 NO
2 7,60 286 <« <126 <0,58 NO
3 7,60 3,30 <1 <125 <1,25 NO
4 7,60 430 <1 <206 <063 NO
s 7,60 476 <1 <1,88 <121 NO
6 7,60 384 <1 <189 <04 NO
7 7,60 486 <1 <188 <079 NO
8 6,47 360 <1 <173 <075 NO
9 6.47 485 <1 <176 <089 NO
10 6,47 4,07 <1 <191 <057 NO
11 6,47 4,04 < <225 <0,49 NO

| X:Ds% 7,18£057 4,0450 63 1 1,75£0,31 0.75£0.27 0%
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Tabla 33. S. pneumoniae Cepa RI. Tratamiento con eritromicina 30 mg/kg

166

iv.
N° INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufe/ml 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufc/g
INOCULACION log ufe/mb
__log ufe/mt.
1 7,54 >5 1,69 <1,58 <0,005 NO “
2 7,54 >5 - - - Sl
3 7,36 414 <1 <1,27 <0,70 NO
4 7,38 436 <1 <1.77 <0,50 NO I
5 7,36 5,004 ~ - - St
5] 8,47 3,55 - - - St
7 6.47 4,34 <1 <1,80 <0,69 NO
8 6,47 414 <1 <1,72 <0,40 NO
9 6,47 >5 - - - Sl "
X:DS/% 7,00:0,51 4,5¢0,52 1,13403 1,62:0,21 0.45:0.28 44,4%
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Tabla 34. S. pneumoniae Cepa RI. Tratamiento con vancomicina 25

mg/kg iv.
Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufe/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufc/g
INOCULACION log ufc/mb
log ufe/mbL i

1 7,69 457 - - - Si "

2 7,69 4,30 <1 <26 <0,19 NO “

3 7.69 3980 <1 <276 <0,38 NO

4 7,68 3,60 <1 <1,86 <0,59 NO

5 7,69 4,94 <1 <1,46 <0,62 NO

8 7.69 455 <1 <227 <0,90 NO

7 6,89 3,69 <1 <220 <Q,67 NO

8 6,89 3,69 <1 <2,69 <0,65 NO

9 6,89 4,69 <1 <1,80 <0,82 NO

10 6,89 4,50 <1 <2,39 <0,64 NO II
X+DS/% 7,3710,41 4,24+0,28 1 2,22+0,44 0,6+0,21 10%
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Tabla 35. S. pneumoniae Cepa R. Grupo control

N° INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufe/mb 24HORAS PRESACRIFICIO log ufe/g log ufc/g
INOCULACION log ufc/ml
log ufc/mb
1 6,17 3,77 493 8,28 3,44 NO
2 817 2,60 407 8,04 3,50 NO
3 8,17 325 4,74 9,38 3,58 NO
4 617 3,07 5,11 9,08 373 NO
S 617 3,25 4,38 8,86 344 NO
8 6,17 277 4,14 875 277 NO
7 8,17 381 407 887 334 NO
;] 617 3,68 390 912 3,11 NO
9 617 3,20 493 817 3,81 NO
10 6,01 - 5,07 7.94 449 NO
11 601 - 407 8,70 3,08 NO
12 6,01 - 3,50 8,75 2,06 NO
13 6,01 - 425 923 3,18 NO
XxDS/% 6,12+0,07 3,26+0,42 4,39:0,50 8,93:0.37 3,34+0,57 0%
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Tabla 36. S. pneumoniae Cepa R. Tratamiento con penicilina G procaina

200.000 u/kg im.

b msskesm———— ettt

0,48+0.29 3
e P e
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N° INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufc/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufc/g
INOCULACION log ufe/mL
log ufc/mL

1 7,90 2,47 <1 3,14 <063 NO

2 7,90 3,90 <1 <153 <0,48 NO

3 7,90 3,90 <1 <1,92 <0,42 NO

4 7,80 3,50 <1 4,55 - NO

5 7,90 425 <1 <175 - NO

6 7,80 4,00 <1 <2,20 <0,27 NO

7 7,90 4,92 1.77 <242 - NO

8 7.60 3,07 <1 <175 <0,07 NO

9 7.60 3,60 <1 <1,30 <1,07 NO

10 7,60 3,980 <1 <2,20 <0,39 NO

11 7,60 374 <1 <0,55 <0,51 NO

12 7,60 5,38 -~ - - Si
X+DS/% 7,77+0,15 3,88+0,78 1,07+0,23 2,1121,04 8,3%
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Tabla 37. S. pneumoniae

im.

Cepa R. Tratamiento con cefuroxima 40 mg/kg

Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufe/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufc/g
INOCULACION log ufc/mL
log ufe/mL
1 717 3,84 411 341 439 NO "
2 747 3,79 3,86 9,04 3,74 NO "
3 7,17 3,95 4,41 457 <0,28 NO "
4 737 347 - <2,42 <0,34 NO
5 717 364 4,77 3,79 0,80 NO
6 717 3,80 3,60 437 2,81 NO
7 717 541 <1 <1,95 1,86 NO
8 717 407 4,48 8,61 7,02 NO
9 717 3.80 3,34 8.77 294 NO
| X2DS/% 717 3,97+0,56 3,6911,18 521+2,82 2,682,119 0% H
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Tabla 38. S. Pneumoniae Cepa R. Tratamiento con cefotaxima 50 mg/kg

im.
I
N° INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufc/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufcig fog ufc/g
INOCULACION log ufe/mL
log ufe/mL
1 7,9 3,90 3,14 <2,92 2,80 NO
2 79 384 2,00 >7,00 <0,76 NO
3 79 454 >5 00 717 2,91 NO
4 79 3,84 2,20 >7,00 NO
5 7.8 3,69 3,20 6,98 325 NO I
6 79 432 <1 <244 - NO
7 85 1,77 <1 <228 <0,33 NO
-] 8,5 3.71 <1 <2,05 <045 NO
9 6,5 3,57 <1 <2,48 <0,53 NO
10 65 4,04 1.47 <1,69 <0.73 NO
14 8,5 2,77 1,00 <2,08 <0,43 NO
12 8,5 2,44 1,00 <1,87 <0,45 NO
X+DS/% 7,2+¢073 3,49+0.86 1,9141,27 3,82+2,39 1,2621,20 0%
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Tabla 39. S. pneumoniae Cepa R. Tratamiento con ceftriaxona 40 mg/kg

im.
Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufc/mL. 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufc/g
INOCULACION fog ufc/mL
log ufe/mbL
1 5,98 3,73 <1 <214 - NO
2 598 3,25 <1 <231 <0.59 NO
3 598 3,11 <1 3,94 - NO
4 598 3,25 <1 <182 - NO
S 598 3,01 - <2,00 <055 NO
] 5,98 4,01 <1 <1,92 <Q,27 NO
7 598 3,00 <1 <208 - NO
8 598 292 <1 395 - NO
g 5,88 244 <1 <2,08 <038 NO
10 7.60 3,60 <1 <196 <0,86 NO
11 7,60 5,03 <1 <1,29 <0,20 NO
12 7,60 434 <1 <2,058 <1,09 NO
X£DS/% 6,38+0,73 3,47+0.71 <1 <2,28+0.8 <0,5620,3 0% ‘
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Tabla 40. S. pneumoniae Cepa R. Tratamiento con eritromicina 30 mg/kg

iv.
N° INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufc/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g fog ufc/g
INOCULACION log ufc/mL.
log ufe/mL
1 6,50 441 <1 <1,65 <165 NO
2 6,50 225 <1 <189 <0,43 NO
3 6,50 290 <1 <186 <0,39 NO
4 8,50 3,04 <1 <1,67 0,96 NO
5 6,50 3,79 <1 <2,09 <0,62 NO
_ 6 7,99 3,47 <t <2,26 <0,96 NO
7 7,99 3,47 <1 <205 <0,93 NO
3 799 425 <1 <1,79 <047 NO
9 798 284 <1 <2,03 <0,17 NO
10 7,11 4,50 - - - Si
11 711 330 <1 <166 <1,04 NO
12 711 3,95 <1 <2,08 <134 NO
13 7.11 >5 - - - St
14 7,11 3,60 <1 <1,63 <0,96 NO
15 711 4,20 <1 <1 ,7% <120 NO
16 711 3.34 <1 410 <0.99 NO
| X2DS/% 7,13+0,57 3,68£0,71 d 1 2,02¢0,63 0,86+0,40 12,5%
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Tabla 41. S. pneumoniae Cepa R. Tratamiento con vancomicina 25

e

mg/kg iv.
Ne INOCULO HEMOCULTIVO HEMOCULTIVO VEGETACIONES PULMON EXITUS
log ufc/mL 24HORAS PRESACRIFICIO log ufc/g log ufcig
INOCULACION log ufe/mL
log ufc/ml.

1 7,23 2,30 - - - Sl

2 7,23 3,60 <1 <1,26 <0,51 NO

3 7,23 3,00 <1 <2,18 <0,37 NO

4 7,23 3,60 <1 <3,15 <0,67 NO

S 7,23 3,14 <1 . <185 <017 NO

<] 6,92 492 <1 <182 <0,53 NO

7 6,92 3,85 <1 <1,69 <0,36 NO

3 6,92 407 <1 <184 <0,03 NO

9 6,92 3,00 - 2,48 0,19 NO

10 6,92 3,00 <1 1,36 0,14 NO
X+DS/% 7,06+0,16 3,45+0,73 1 1,9510,58 0,33£0,21 10%
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Tabla 42. Nimero de microorganismos en las vegetaciones adrticas (log

ufc/g), en los distintos grupos terapéuticos, para las tres cepas

estudiadas.
CEPAS CEPARI CEPAR
ANTIMICROBIANOS log ufc/ log ufch log ufc!
CONTROLES 852413 8,07+1,74 8,93+0,37
PENICILINA 1,7110,3 2,25:0,8 2,111,04
CEFUROXIMA 1,68+0,3 1,9940,7 521428
CEFOTAXIMA 2,03:0,6 2,70+1,2 3,82:2.3 "
CEFTRIAXONA 2,4110,5 1,75:0,3 2,29:0,8 “
ERITROMICINA 1,8740,3 1,6240,2 2,02+0,63 "
VANCOMICINA 1,9040,6 2,22:0.4 1,05+0,58 “
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Tabla 43. Porcentaje de vegetaciones estériles en los distintos grupos

terapéuticos, para las tres cepas estudiadas.

I CEPAS CEPARI CEPAR "
ANTIMICROBIANOS

CONTROLES 0 0 0

PENICILINA 100 90,9 81,8
CEFUROXIMA 100 100 22,2
CEFOTAXIMA 100 81,8 66,6
CEFTRIAXONA 100 100 83,3
ERITROMICINA 100 100 92;8
VANCOMICINA 90 100 88,8
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Tabla 44. Nimero de microorganismos en los hemocultivos tomados

previos al sacrificio (log ufc/ml), en los distintos grupos terapéuticos, Para

las tres cepas estudiadas.

ANTIMICROBIANOS

CONTROLES 4,1310,48 4,45+1,01 4,39+0,50
PENICILINA <1 <1 1,07+£0,23
CEFUROXIMA <1 <1 3,69+1,18
CEFOTAXIMA <1 <1 1,91+1,27

CEFTRIAXONA <1 <1 <1

ERITROMICINA <1 1,1320,3 <1

VANCOMICINA <1 <1 <1
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Tabla 45. Comparaciéon de los parametros de gravedad segun la

sensibilidad de la cepa en los grupos controles.

I| CEPA S CEPARI CEPAR “
Vegetaciones 8,52+1,3 8,07+1,74 8,93+0,37 "
|__log ufc/g(X+DS)
Hemocultivos 4,13+0,48 4,45+1,01 4,39+0,50
presacrificio
log ufc/mL(XtDS) | “
Mortalidad (%) 0 23,5 0 “
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Tabla 46. Comparaciéon de las variables de la endocarditis segun la

sensibilidad de la cepa en los grupos tratados con penicilina G procaina.

ll CEPA S CEPARI CEPAR "
Vegetaciones 1,71£0,3 2,25+0,80 2,11+£1,04 "
log ufc/g(X+DS)
Hemocultivos <1 <1 1,07+£0,23
presacrificio
log ufe/mL I
(X£DS)
Vegetaciones 100 90,9 81,8
esteriles(%)
Mortalidad (%) 0 0 83 |
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Tabla 47. Comparacion de las variables de la endocarditis segin la

sensibilidad de la cepa en los grupos tratados con cefuroxima.

II CEPAS CEPARI CEPA :—=H
Vegetaciones 1,6810,3 1,99+0,70 5,2112,80
log ufc/g(X+DS)
Hemocultivos <1 <1 3,69+1,18
presacrificio
log ufc/mL “
(X£DS)
Vegetaciones 100 100 22,2
esteriles(%)
Mortalidad (%) 0 7,1 0
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Tabla 48. Comparacion de las variables de la endocarditis segin la

sensibilidad de la cepa en los grupos tratados con cefotaxima.

|| CEPA S CEPARI CEPAR

Vegetaciones 2,031£0,6 2,70+1,20 3,82+2,30

log ufc/g(XxDS)

Hemocuitivos <1 <1 1,91+1,27

presacrificio
log ufc/mL

(X£DS)
Vegetaciones 100 81,8 66,6

esteriles (%)

Mortalidad (%) 0 15,3 0
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Tabla 49. Comparacién de las variables de la endocarditis segun la

sensibilidad de la cepa en los grupos tratados con ceftriaxona

Il CEPA S

CEPARI CEPAR
Vegetaciones 2,41£0,5 1,75+0,30 2,29+0,80
|__log ufc/g(X+DS)
Hemocuiltivos <1 <1 <1
presacrificio
log ufc/mL
(X+DS)

Vegetaciones 100 100 83,3
esteriles (%)
Mortalidad (%) 13,6 0 0
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Tabla 50. Comparacién de las variables de la endocarditis segun la

sensibilidad de la cepa en los grupos tratados con eritromicina.

“ CEPA S CEPARI CEPAR “

Vegetaciones 1,87+0,3 1,62+0,20 2,02+0,63
log ufc/g(X+DS)

Hemocultivos <1 1,13+0,3 <1 “

presacrificio

log ufc/mL

(X£DS)

Vegetaciones 100 100 92,8
esteriles (%)
Mortalidad (%) 0 44,4 12,5
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Tabla 51. Comparacién de las variables de la endocarditis segun la

sensibilidad de la cepa en los grupos tratados con vancomicina

II CEPA S CEPARI CEPAR
Vegetaciones 1,90+0,6 2,22+0,40 | 1,95+0,58
log ufc/g(X+DS)
Hemocultivos <1 <1 <1
presacriﬁcio
log ufc/mL
(X£DS)
Vegetaciones 90 100 88,8
esteriles (%)
Mortalidad (%) 0 10 10 |
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Tabla 52. Porcentaje de pulmones estériles en los distintos grupos

terapéuticos, para las tres cepas estudiadas.

ll CEPAS CEPARI CEPAR II
ANTIMICROBIANOS % - % %

CONTROLES 0 0 0

PENICILINA 100 77,7 100
CEFUROXIMA 100 100 28,5
CEFOTAXIMA 100 100 70
CEFTRIAXONA 100 100 100
ERITROMICINA 100 100 92,8
VANCOMICINA 100 100 77,7
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Tabla 53. Numero de microorganismos en las muestras de pulmén

(log ufc/g), en los distintos grupos terapeéuticos.

ll CEPAS CEPARI CEPAR ||
ANTIMICROBIANOS log ufci log ufc/ log ufc/

CONTROLES 2,65+0,49 4,1311,85 3,34+0,57
PENICILINA 0,320,2 0,85+0,61 0,48+0,29
CEFUROXIMA 1,02+0,2 0,64+0,23 2,68+2,19
CEFOTAXIMA 0,7+0,3 0,2+0,3 1,26+1,2
CEFTRIAXONA 0,3+0.3 0,7+0,2 0,56+0,3
ERITROMICINA 0,810,4 0,4+0,2 0,8+0,4
VANCOMICINA 0,210,2 0,60,2 0,33+0,21
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Fig 1: Actividad bactericida de penicilina frente a
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Fig 2: Actividad bactericida de penicilina frente a
S.pneumoniae Rl
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Fig 3: Actividad bactericida de penicilina frente a
S.pneumoniae R
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Fig 4. Actividad bactericida de cefuroxima frente a
S.pneumoniae S
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Fig 5: Actividad bactericida de cefuroxima frente a
S.pneumoniae Rl
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Fig 6: Actividad bactericida de cefuroxima frente a
S.pneumoniae R
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Fig 7: Actividad bactericida de cefotaxima frente a
S.pneumoniae S
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Fig 8: Actividad bactericida de cefotaxima frente a
S.pneumoniae Rl
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Fig 9: Actividad bactericida de cefotaxima frente a
S.pneumoniae R
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Fig 10: Actividad bactericida de ceftriaxona frente a
S.pneumoniae S
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Fig 11: Actividad bactericida de ceftriaxona frente a
S.pneumoniae R1

deteccién 1,3

10

9 A
Log ufc/mL g / \
; e N
6 M —— CONTROL
5 w T~ —o— CEFTRIAXONA CMI
. —s— CEFTRIAXONA 2CMI

4 —x~ CEFTRIAXONA 4CMI
3
2 Limite de
1
0

T T I | ]

0 hr 2 hr 4 hr 6 hr S8hr 24 hr



Fig 12: Actividad bactericida de ceftriaxona frente a
S.pneumoniae R
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Fig 13: Actividad bactericida de eritromicina frente a
S.pneumoniae S
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Fig 14: Actividad bactericida de eritromicina frente a
S.pneumoniae Rl
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Fig 15: Actividad bactericida de eritromicina frente a
S.pneumoniae R
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Fig 16: Actividad bactericida de vancomicina frente
a S.pneumoniae S
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Fig 17: Actividad bactericida de vancomicina frente
a S.pneumoniae Rl
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Fig 18: Actividad bactericida de vancomicina frente
a S.pneumoniae R
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VILA ENDOCARDITIS EXPERIMENTAL

Como ya se comento en la introduccion, fue en los afos 50 cuando
Hamburguer y colaboradores disefiaron el primer modelo de endocarditis
en perros para el estudio de terapéuticas antimicrobianas. Pero el modelo
en conejos no fue descrito hasta 1971 por Peeriman y Freedman''® y fue
modificado por Durack et al en 1973'°. La endocarditis infecciosa
experimental, producida tras la introduccion de un catéter de polietileno
a través de la valvula adrtica y la subsecuente inyeccién del in6culo
bacteriano, ha sido utilizada ampliamente, entre otros objetivos para el
estudio de la patogenia de la endocarditis infecciosa y de la eficacia de
diversos medicamentos ante distintos agentes patégenos. El modelo
permite el estudio de la concentracién de microorganismos en la valvula
aédrtica, asi como la comparacién entre tejidos estériles, posibilitando la
comparacion entre diversas pautas terapéuticas, incluyendo diversos
aspectos de sensibilidad de las cepas utilizadas y de la farmacocinética

de los medicamentos utilizados.

Fermnandez Guerrero et al''” han referido datos sobre el tratamiento
de la endocarditis neumocodcica experimental, en un modelo en conejos,
utilizando cepas de neumococo con CMI de penicilina de 1 mg/L y 4

mg/L, comprobando como la penicilina procaina a aitas dosis fue tan

206



Discusion

eficaz como la cefotaxima y la teicoplanina. La importancia de la aparicién
de cepas de S. pneumoniae altamente resistentes a penicilina y otros
antimicrobianos, asi como la falta de estudios comparativos clinicos hace
que los resultados de este trabajo sean interesantes. No obstante, en
nuestro trabajo aportamos la comparacién de una cepa sensible a
penicilina con dos cepas de caracteristicas similares a las del trabajo
anterior, evaluando de esta manera cuales son las diferencias que
podriamos encontrar en la efectividad de los diferentes tratamientos en
funcién de la CMI de las cepas. Por otro lado, nuestro trabajo evalla la
eficacia de otros antimicrobianos que como sabemos son alternativas
terapéuticas en la infecciébn neumocdcia invasiva, como son otras
cefalosporinas, tanto de segunda (cefuroxima) como de tercera
generacion (ceftriaxona y cefotaxima), asi como vancomicina vy

eritromicina.

El modelo de endocarditis neumocécica experimental, no ha sido
demasiado utilizado hasta ahora. Tan solo algunos autores''’ se han
servido de este modelo para la evaluacion de alternativas terapéuticas en
la infeccidon neumocédcica causada por cepas resistentes. En nuestro
trabajo podemos destacar la reproductibilidad del modelo en todos los
casos, asi como con cepas con diferentes susceptibilidades a penicilina,

ya sean totalmente sensibles o con algun grado de resistencia a este
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antimicrobiano. Por otro lado, también es destacable que no ha sido
necesario un indculo muy elevado (=10°%107 ufc/mL) para el desarrollo del
modelo, asi como tampoco han sido necesarias técnicas coadyuvantes
para la facilitacién de la produccién de la infeccién como puede ser la
mezcla del in6culo con mucina'®'*® o usar otras técnicas de preparacion
del in6eulo para facilitar la infeccion ', Hacer hincapié también en que
se trata de un modelo no mortal, con lo cual no vamos a evaluar
reduccién de mortalidad, sino curacién o reduccién de microorganismos
en los diferentes focos de infeccién, al tratarse de un modelo

hematdgeno, con respecto a los controles.

Los érganos en los que se produce el aclaramiento hematico del
neumococo han sido estudiados tras una inyeccion intravenosa Gnica de
un indculo de 10°-107 UFC/ml marcado con *Tc, mostrando como el
higado capta el 60% del indculo inyectado y el pulmén el 15%, en este
estudio no se practicaron cultivos de los érganos tras el sacrificio de los
anirriales, para conocer si las bacterias fueron destruidas tras la captacion
por los diferentes 6rganos ''°. La constancia de la bacteriemia en la
endocarditis y el aclaramiento del neumococo por distintos érganos,
sugiere la posibilidad de que se produzca una infeccién neumocdcica
diseminada en este modelo, al igual que ocurre en la endocarditis por

Candida spp. No obstante, Perry et al'®® no encuentran cultivos positivos
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en distintos 6rganos tras la infeccion neumococica bacteriémica producida
en conejos tras la inoculacion intraperitoneal; aunque no especifican el
tiempo de extracciéon de los érganos tras el inéculo, el disefio de su
estudio hace suponer que la duracién de la bacteriemia fue escasa. En el
modelo experimental de endocarditis, hemos podido demostrar la
presencia de infeccién sistémica en el 100% de los animales que no
fueron tratados. Todos los animales supervivientes fueron sacrificados,
extrayéndoles previamente al sacrificio hemocultivos para demostrar que
la bacteriemia no se aclaraba por si sola, asi como también se le extrajo
una cufia pulmonar para cultivo, demostrando, como se ha sefalado
anteriormente, la presencia en el 100% de los casos tanto bacteriemia
como infeccion pulmonar, lo cual hace posible el estudio en paralelo de
la actividad de distintos antimicrobianos sobre la endocarditis y sobre la

neumonia.
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VIi. B. NEUMONIA NEUMOCOCICA EXPERIMENTAL.

El modelo de neumonia por S. pneumoniae se viene utilizando
desde hace afos'?. En 1941'¥ se describia como el modelo de
neumonia neumocécica en ratas podia ser mejorado simplemente
utilizando neumococos en fase exponencial de crecimiento. Asi, con este
tipo de modelo se comprobé la eficacia de suifamidas primero y de
penicilina después. Actualmente, las neumonias neumocécicas han vuelto
a cobrar una gran importancia debido al problema de las cepas
resistentes a penicilina y eritromicina. Por ello, nuevamente se estan
empleando modelos de neumonia neumocdcica que tratan de encontrar

un tratamiento alternativo eficaz contra estas cepas resistentes.

Existen muchos trabajos en los que se describen modelos de
neumonia neumocdcica. La mayoria de estos trabajos utilizan animales
inmunodeprimidos  (mediante instilaciones intraperitoneales de
ciclofosfamida, se les provoca una neutropenia™*'*% para facilitar de esta
manera el desarrollo de la infeccién deseada. Estos modelos tienen el
incoveniente de no reflejar totalmente el proceso fisiolégico natural de la
neumonia, lo cual supone un problema a la hora de extrapolar los
resultados que se obtengan con respecto a los diversos tratamientos

antimicrobianos.
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Aunque la proporcién es menor, también se han desarrollado algunos
trabajos en los que se provoca neumonia por S. pneumoniae a animales
sanos. Los resultados obtenidos mediante estos modelos son mas

extrapolables a la terapéutica antimicrobiana en humanos.

Entre los modelos de neumonia neumocdcica que se desarrollan
en animales sanos, podriamos destacar algunos. En un trabajo en
cobayas' se realizé una instilacion intratraqueal de 0,5 mL de un cultivo
de 18 horas, concentrado 25 veces, de una cepa de S. pneumoniae con
una CMI a penicilina de 1ug/mL (aproximadamente 3x10° ufc) , lo que
produjo una bacteriemia y una neumonia mortal en mas del 85% de los
animales sin tratamiento en menos de 46 horas, obteniendo una
concentracion de 8,83+1,11 log ufc en el homogeneizado de pulmén; al
ser un modelo con una elevada mortalidad, va a permitir el estudio de la
supervivencia con los diferentes tratamientos antimicrobianos. Existen
otros trabajos donde el modelo se realiza en ratas
inmunocompetentes’®'¥ En uno de estos, realizado por Gavalda y
colaboradores, se utiliza una cepa de S. pneumoniae resistente a
penicilina (CMI=2ug/mL) inoculada intratraquealmente a ratas Wistar
sanas a una concentracién de 3x10°ufc. Los animales experimentan una
neumonia mortal en el 70-80% de los casos sucediendo esto entre las 48-

72 horas tras la inoculacién; el contaje de bacterias en los pulmones se
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encontro entre 8 y 9 log ufc/g. Por Ultimo, también se ha desarrollado el
modelo de neumonia en ratones sanos'*® ; mediante la inoculacién
intranasal de 10°ufc/mL de cepas penicilin-sensibles y penicilin-
resistentes en fase de crecimiento exponencial se indujo neumonia y

bacteriemia; con la cepa penicilin-resistente en los controles obtuvieron

un nimero de microorganismos de 10*-10°ufc/g de pulmén.

Como modelos de neumonia en conejos también existen algunos
trabajos. Recientemente, en el 9th European Congress of Clinical

Microbiology and Infectious Diseases se presenté un trabajo'™®

en el que
se mostraba un modelo de neumonia neumocdécica (con inoculacién
intrabronquial) en conejo inmunocompetente causada por cepas
susceptibles y resistentes a penicilina, obteniéndose una concentracién

de microorganismos en el pulmén de 578 y 4,15 log ufcl/g,

respectivamente.

En nuestro trabajo, durante el desarrolio del modelo de
endocarditis, pudimos confirmar, como ya se ha comentado
anteriormente, la presencia de neumonia en todos los animales que se
utilizaron como controles sin tratamiento. La media de microorganismos
en los pulmones fue de 2,65 log ufc/g para la cepa sensible a peniciiina,

4,13 log ufc/g para la cepa intermedia a penicilina y de 3,34 log ufc/g para

212



Discusion

la cepa resistente a penicilina. Aunque el contaje de bacterias en los
pulmones no es tan elevado como en los modelos de neumonia que
hemos comentado, nos permite, no obstante, realizar comparaciones en
cuanto a la efectividad de diversos tratamientos antimicrobianos por lo
que se refiere a la esterilizacién y reduccién de microorganismos en el
tejido pulmonar. Estos datos permiten describir la caracterizacién del
modelo de neumonia neumocdcica por via hematégena, lo que abre una

via para futuros estudios basados en este modelo.
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VII.C. ESTUDIO DE LA BACTERIEMIA.

El modelo de endocarditis adrtica experimental neumocédcica
permite estudiar la endocarditis en si, asi como conocer la efectividad de
los diversos tratamientos antimicrobianos sobre las vegetaciones que
aparecen en la valvula aértica. No obstante, la endocarditis neumocécica
no es una infeccién frecuente. Lo que si es mas interesahte de este
modelo es usarlo como modelo de bacteriemia, ya que las infecciones

graves por S. pneumoniae cursan casi todas con bacteriemia.

El estudio de la bacteriemia en el modelo de endocarditis
experimental, previa a la instauracién del tratamiento antimicrobiano, va
a permitir comprobar la produccidn de la endocarditis. Durante el
desarrollo del modelo de endocarditis neumocdcica experimental, grupos
controles de animales fueron sacrificados inmediatamente después de la
extraccién de los hemocultivos comprobando qUe los animales cuyo
hemocultivo era positivo, tenian en la valvula aértica vegetaciones de un
tamario considerable (2-3mm); asi como que las valvulas que carecian de

vegetaciones coincidian con los hemocultivos que fueron negativos.

Por otro lado, la resolucién o no del proceso infeccioso con los

diferentes tratamientos antimicrobianos con respecto a los grupos
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controles puede seguirse mediante el estudio de la bacteriemia previa al
sacrificio. Existen controversias en cuanto a la eficiencia de los
hemocultivos en la endocarditis parta conocer la eficacia del tratamiento,
debido al posible efecto de las concentraciones residuales de la ultima
dosis de los antimicrobianos sobre el crecimiento bacteriano in-vitro.
Existe un trabajo que estudia los hemocultivos en la endocarditis

experimental'®

. En este trabajo se comparan diversos medios de cultivo
para diversos microorganismos y con concentraciones diferentes de
varios antimicrobianos. Entre las conclusiones de este trabajo, se puede
destacar que, segun los resultados obtenidos, los hemocultivos son
capaces de permitir el crecimiento de microorganismos a pesar de la
presencia de antimicrobianos. No obstante, la eficiencia de este cultivo

va a depender de la concentracién relativa de antimicrobianos asi como

de la CMI para el microorganismo'®,

Los resultados del trabajo comentado anteriormente corroboran la
utilidad de los datos obtenidos en nuestro trabajo sobre los hemocultivos
presacrificio. En primer lugar, como ya se comentd en el apartado del
material y métodos, la extraccién de dichos hemocultivos se realizé tras
un intervalo de 12-18 horas desde la litima dosis de antimicrobianos.
Como se observa en el analisis farmacocinético en ninguno de los

tratamientos establecidos la vida media de los farmacos supero las 6
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horas y en ningln caso el tiempo por encima de la CMI fue superior a 14
horas, ademas en la mayoria de los casos este parametro no superé las
8 horas. En segundo lugar, al tratarse de hemocultivos cuantitativos, se
realizaron diluciones seriadas decimales, con lo cual fa concentracion de
antimicrobiano existente se redujo 10 veces en cada dilucién. Todo esto
no hace mas que afianzar la utilidad diagnéstica de esta prueba en

nuestro modelo.

El nimero de microorganismos en los hemocultivos tomados
previos al sacrificio (log ufc/mL) en los grupos controles fue superior a
4,13 para las tres cepas estudiadas. Por otra parte la reduccion del
nimero de colonias o la esterilizacién de los hemocultivos en los
diferentes grupos terapéuticos se asocia bastante bien al cultivo del
material valvular. Podemos ver como para los grupos inoculados con las
cepas Sy RI, en los que todos los tratamientos se esterilizaron entre el
80yel 100% del tejido valvular, con los hemocultivos ocurre algo similar,
todos los tratamientos esterilizaron practicamente el 100% de los
hemocultivos. Con la cepa R se observa como los tratamientos que
esterilizaron mayor nimero de vegetaciones, fueron también los que
esterilizaron mayor nimero de hemocultivos, asi como los que contaron

con un menor numero de microorganismos.
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ViL. D. INFLUENCIA DE LA SENSIBILIDAD A PENICILINA EN

LA GRAVEDAD DE LA ENDOCARDITIS.

Entre los objetivos de nuestro trabajo, nos proponiamos
estudiar la influencia de la sensibilidad o resistencia a la penicilina del
neumococo en la gravedad de la endocarditis. Para ello se han
comparado los grupos controles (no tratamiento), a través del analisis de
la mortalidad y la concentraciéon de microorganismos en la vaivula (log
UFC/g de tejido) y sangre (log UFC/mL). Con este analisis, se pudo
comprobar que no existia diferencia significativa en cuanto a la
concentracion de microorganismos en la valvula y en sangre, en relacion
con el grado de susceptibilidad de los neumococos a penicilina. En lo que
se refiere al andlisis de la mortalidad, encontramos que con la cepa de
resistencia intermedia existi6 mayor mortalidad que con el resto de las
cepas (23,5% vs 0% para las otras dos cepas, p<0,05). Estas diferencias
en cuanto a la mortalidad entre las cepas, no son achacables a la
resistencia o no a penicilina de estas, ya que en ese caso la cepa
resistente seria la que mayor mortalidad tendria. Ademas, el resto de
pardmetros que indican gravedad de la enfermedad no presentan
variaciones dependiendo de la cepa. Existe un estudio de Pallarés y
colaboradores?” , en el que a lo largo de 10 afios observaron la relacion

existente entre resistencia a penicilina y cefalosporinas y la mortalidad en
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pacientes con neumonia neumocdcica grave. En el analisis univariado de
este trabajo los pacientes infectados por cepas resistentes a penicilina
tenian una mayor mortalidad que los pacientes infectados por cepas
sensibles a penicilina. Posteriormente, ajustando por otras variables, la
resistencia a penicilina no estuvo asociada al incremento de mortalidad,
sino que la mortalidad se asocié a otros factores como: edad superior a
70 afos, enfermedad de base grave, insuficiencia cardiaca, shock,
afectacion multilobar, leucopenia inferior a 5.000 células/mL, neumonia
nosoComiaI y neumonia polimicrobiana. Los factores asociados al
incremento de mortalidad en el trabajo anterior, son similares a lo
publicado previamente*®®”- En resumen, podemos decir que todos estos
trabajos sugieren que los niveles de resistencia actuales a penicilina y
cefalosporinas no suponen un incremento en la mortalidad de los
pacientes infectados por estas cepas. Lo que si puede ocurrir es que los
pacientes infectados por cepas resistentes a penicilina, generalmente
tienen mas factores subyacentes, que influyen directamente sobre la
mortalidad, que los pacientes infectados por cepas sensibles a

penicilina® .
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VILE. TRATAMIENTO DE LA INFECCION NEUMOCOCICA CON

PENICILINA.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo, sugieren que la
penicilina continua siendo una alternativa terapéutica segura en el
tratamiento de la infeccién neumocdcica comunitaria, a pesar de que
exista una elevada prevalencia de neumococos resistentes a penicilina.
En nuestro trabajo, se pudo comprobar como la penicilina fue efectiva en
la resolucién del proceso infectivo, aun habiéndose inoculado los animales
con una cepa de S. pneumoniae con una CMI de penicilina de 2u.g/mL.
Ademas, se comprobd que fue eficaz tanto en la esterilizacion de
vegetaciones adrticas y hemocultivos como en la resolucion de la

neumonia concomitante.

Sobre el tratamiento de las neumonias neumocdcicas
bacteriémicas o no, causadas por cepas con CMI de penicilina no superior
a 2ug/mL, se ha sugerido que pueden ser tratadas con penicilina por via
intravenosa, en dosis entre 150.000 y 250.000 U por kg de peso y dia”.
Los resultados de un estudio retrospectivo sobre la evolucion de la
neumonia aguda comunitaria, incluyendo casos con resistencia elevada
e intermedia a penicilina, muestran una evolucidn satisfactoria en el 87%

de los pacientes que recibieron penicilina, lo cual apoya todo lo que se ha
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comentado anteriormente'®’.

Todos estos resultados, tanto de modelos experimentales como
de estudios clinicos, son correlacionables con los estudios de actividad
bactericida mediante curvas de tiempo-muerte. En nuestro trabajo, como
ya se explicd, se realizaron curvas de tiempo-muerte con las tres cepas
estudiadas a tres concentraciones diferentes de penicilina en relacién con
la CMI de cada una de las cepas. Como se pudo comprobar, a las 8 horas
de incubacién penicilina fue bactericida frente a las tres cepas con la
concentracién mas elevada; en cambio, a una concentracion equivalente
a 2CMl tan solo fue bactericida para la cepa R, lo cual nos hace pensar
en la falta de relacion de la CMI con lo que ocurre in vivo con estas cepas
respecto a penicilina. Pero no solo en nuestro trabajo encontramos estos
resultados en cuanto a la actividad bactericida de penicilina frente a S.
pneumoniae. En un trabajo de Lifiares et al'®, utilizando tres cepas de S.
pneumoniae con diferentes susceptibilidades a penicilina, pudieron
comprobar como a las 6 horas y a concentraciones equivalentes a 2CM|,
penicilina fue bactericida para las tres cepas estudiadas, y que a
concentraciones equivalentes a 1CMI, penicilina, paradéjicamente como
ocurre en nuestro estudio, solo fue bactericida para la cepa R, lo que hace
suponer que la efectividad de penicilina es dosis-dependiente, y no

depende de los puntos de corte de sensibilidad establecidos hasta ahora.

220



Discusion

Continuando con la busqueda de explicacién a que cepas de S.
pneumoniae consideradas microbiolégicamente no sensibles (CMI mas
altas que los puntos de corte establecidos) puedan ser eliminadas por
penicilina, tendremos que acercarnos a la farmacocinética vy
farmacodinamica de este antimicrobiano. La penicilina y en general los
B-lactamicos, pueden alcanzar concentraciones séricas y tisulares muy
por encima de la CMI™' . La eficacia terapéutica de estos antimicrobianos
esta en relacién con este parametro (tiempo en que las concentraciones
séricas estan por encima de la CMI del patégeno) como puede ser
confirmado por los datos observados en la clinica®'”". En nuestro trabajo,
también encontramos relaciéon entre los parametros
farmacocinéticos/farmacodinamicos que obtuvimos, fundamentalmente
la Cmax y el AT/CMI y los resultados favorables, que como ya se ha
comentado, se obtuvieron con los grupos terapéuticos. En todos los casos
la Cmax de penicilina fue superior a 4 veces la CMI de cada una de las
cepas en su caso y el AT/CMI estuvo siempre alrededor de 10 horas,
siendo el régimen terapéutico de una dosis cada 12 horas. Paralelamente
en los grupos tratados con penicilina se encontrd que para las 3 cepas el
numero dé vegetaciones estériles fue cercano al 100%; en cuanto a la
esterilizacion de los hemocultivos también se acerco al 100% para los tres
grupos. Cuando se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson entre

los parametros farmacocinéticos/farmacodinamicos frente a las medias
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obtenidas de los diferentes parametros (log ufc/g de vegetacion, log ufc/g
de pulmén y log ufc/mL de sangre) de los grupos inoculados con la cepa
resistente a penicilina y tratados con B-lactamicos, pudimos observar
como existia una correlacion negativa clara entre el AT/CMI y las medias
estudiadas, llegando a ser significativa estadisticamente en el caso del log

ufc/g de vegetacion.

En el modelo de endocarditis experimental neumocécica descrito
por Fernandez Guerrero y colaboradores ", cabe destacar como el efecto
sobre las vegetaciones cardiacas de penicilina es concentracion
dependiente; concentraciones de penicilina en suero similares a la CMI de
la cepa infectante, produjeron una reduccién significativa del numero de
microorganismos en las vegetaciones cardiacas. Por otro lado niveles de
penicilina en suero de 3 a 4 veces la CM|, produjeron una profunda
reducciéon de microorganismos en las vegetaciones y mas nidmero de

animales con cultivos negativos.

En resumen, se puede afirmar que la utilizacién de penicilinas en
el tratamiento de la infeccidn neumocédcica que no afecte a sistema
nervioso central, o en el tratamiento empirico de las neumonias
extrahospitalarias de alta sospecha de etiologia neumocdcica, o en

aquellas cuya etiologia neumocécica estd documentada, sigue siendo
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eficaz, a pesar de la elevada prevalencia de neumococos penicilin-

resistentes en nuestra comunidad.
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VII. F. TRATAMIENTO DE LA INFECCION NEUMOCOCICA CON -

LACTAMICOS.

Las cefalosporinas se han utilizado ampliamente en el tratamiento
de las infecciones neumococicas por diferentes razones. En primer lugar,
su espectro de actividad antimicrobiana hace que su uso empirico ofrezca
garantia "tedrica” de tratar los principales patégenos, fundamentalmente
en infeccidon respiratoria bacteriana; por otro lado, su actividad
antimicrobiana frente a S. pneumoniae, que a medida que ha pasado el
tiempo y se han incorporado nuevas moléculas, se equipara a la propia

penicilina G.

Como se ha comentado anteriormente, en nuestro trabajo se
compararon diversos tratamientos, entre los que se encontraban cuatro
B-lactamicos, penicilina, cefuroxima, cefotaxima y ceftriaxona. Entre los
animales que se inocularon con las cepas S y Rl todos los antimicrobianos
fueron efectivos tanto en la esterilizacion de tejidos como en la reduccién
del nimero de microorganismos en estos. En cambio, cuando los
animales fueron inoculados con la cepa R hubo algunas diferencias en
cuanto a la eficacia de los diferentes tratamientos con B-lactamicos.
Cefuroxima, fue el antimicrobiano menos efectivo, tanto en el

aclaramiento de ufc/g de vegetacion y esterilizacion de éstas, como en los
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hemocultivos tomados previos al sacrificio. Iguaimente ocurrié en el cultivo
de pulmén, en que cefuroxima fue el Unico antimicrobiano que no mejord

los controles.

De los B-lactamicos, el mejor aclaramiento de microorganismos en
las vegetaciones se obtuvo con penicilina. En cuanto a la esterilizacion de
vegetaciones los grupos tratados con ceftriaxona, penicilina y cefotaxima
fueron los que obtuvieron mejores resultados de los B-lactamicos. Para
los animales inoculados con la cepa S, en lo referente al cultivo de
pulmén, aunque todos los tratamientos fueron mejores que los controles,
hubo diferencias significativas entre los diferentes grupos, siendo

penicilina mejor que los otros B-lactamicos (cefalosporinas).

En un modelo de endocarditis experimental en conejos causada
por cepas intermedias y resistentes a penicilina'"’ , se concluy6 que en
términos de eficacia antimicrobiana, cefotaxima es equivalente a

regimenes con aitas dosis de penicilina.

En un modelo de neumonia experimental en ratdn sano por cepas
de neumococo resistentes a penicilina(CMI de penicilina de 2.g/mL)"
se sugiere también que altas dosis de penicilina son tan eficaces como

cefotaxima y cefpiroma en la resoluciéon del proceso neuménico.
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Continuando con los modelos de neumonia experimental, en estudios
comparativos con cefalosporinas, amoxicilina a altas dosis ha sido mas
eficaz que cefotaxima con una cepa resistente a penicilina y cefotaxima
(CMI 4.g/mL)'* . Ceftriaxona, en un modelo de ratén neutropénico, ha
sido mas eficaz que amoxicilina para una cepa con CMi de amoxicilina de
2 ug/mL y sensible a ceftriaxona, y que cefotaxima para una cepa
resistente a ambas Cefalosporinas (CMI 4.g/mL), relacionandose con un

mayor tiempo por encima de la CMI para ceftriaxona'®'%°,

Si comparamos los resultados del modelo in vivo de nuestro trabajo
con los resultados que obtuvimos en las curvas de tiempo-muerte,
pudimos comprobar como al igual que penicilina fue el antimicrobiano
mas bactericida de todos los B-lactamicos, también fue con el que se
obtuvieron mejores resultados in vivo. En cuanto a las cefalosporinas la
pobre actividad bactericida in vitro, puede explicar los malos resultados
obtenidos in vivo con cefuroxima. En un estudio de actividad bactericida
de cinco antibidticos B-lactamicos frente a S. pneumoniae con diferentes
sensibilidades a penicilina (CMI de 0,03,0,25 y 2ug/mL) concluyeron que
penicilina y amoxicilina fueron mas bactericidas que las cefalosporinas
frente a las tres cepas™®. En un estudio de actividad de bactericida de
amgxiciiina y cefotaxima frente a S. pneumoniae observaron que son

necesarias menores concentraciones de amoxicilina que de cefotaxima
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para la obtencidén de decrementos bacterianos significativos, tras cortos

periodos de exposicion al farmaco (1 hora)'®2.

Seguin un trabajo, en el que hacen un andlisis de la
farmacodinamica respecto a la sensibilidad antibiética a S. pneumoniae
¥ como ya se comenté también en el apartado anterior, la eficacia
terapéutica de los antibidticos B-lactamicos esta relacionada con el tiempo
en que las concentraciones séricas superan la CMI para el patégeno, asi
como con un alto cociente inhibitorio (Cmax/CMl,). Aplicando tales
conceptos se demuestra que, para antibiéticos administrables por via oral,
la amoxicilina/acido clavulanico o la amoxicilina sola presentaron los
mejores parametros farmacodinamicos. Por lo que respecta a los
antibiéticos de administracion parenteral, fueron cefotaxima,
amoxicilina/acido clavulanico, amoxicilina y ceftriaxona los antibiéticos que
presentan parametros farmacodinamicos mas ventajosos, lo cual apoya

los resuitados obtenidos en nuestro trabajo.
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VILG. TRATAMIENTO DE LA INFECCION NEUMOCOCICA CON

OTROS ANTIMICROBIANOS.

VILG.1. ERITROMICINA Y OTROS MACROLIDOS.

Eritromicina se ha usado ampliamente como alternativa a penicilina
en el tratamiento de la infeccién neumocécica en pacientes con historia
de alergia a penicilina, o en areas donde el nivel de resistencia a
penicilina es elevado. Es por ello por lo que se incluyd este antimicrobiano

entre los utilizados para el desarrollo de nuestro modelo.

En el modelo in vivo, los resultados que se obtuvieron en los
grupos tratados con eritromicina fueron similares a los obtenidos con los
antimicrobianos mas eficaces. Se alcanzé un buen aclaramiento de
microorganismos en todos los tejidos estudiados, y la esterilizacién tanto
de las vegetaciones como de los hemocultivos estuvo cercana al 100%.
No obstante, analizando el estudio de actividad bactericida mediante
curvas de tiempo-muerte, pudimos observar como solo se obtuvo
actividad bactericida con la cepa Rl a concentraciones superiores a 2CMI,
cepa que precisamente era la que tenia una mayor CMI de eritromicina.
Por ello hay de nuevo que volver a resaltar la importancia, al igual que

ocurre con los B-lactamicos, del tiempo en que las concentraciones
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séricas permanecen por encima de la CMI, asi como de un alto cociente
inhibitorio™, el tiempo en que la concentracién de eritromicina
permanecia por encima de la CMI en los animales de nuestro trabajo a las
dosis empleadas estuvo alrededor de las 5 horas, tiempo que fue similar
al que se alcanzé algunos de los B-lactamicos; por otro lado, el cociente
Cmax/CMI tanto para la cepa Rl como para la cepa R fueron de los mas
elevados. Esto es asi para macrdlidos como eritromicina y claritromicina.
Para otros macrélidos como la azitromicina, la eficacia terapéutica se

correlaciona con un cociente AUC/CMI elevado.

Los datos obtenidos en nuestro modelo sugeririan que eritromicina,
podria ser una alternativa eficaz en infecciones neumocécicas causadas
por cepas resistentes a penicilina y sensibles a eritromicina. No obstante

el aumento de la proporcion de resistencias a este farmaco'>

, Obliga a
realizar un uso juicioso, sobre todo en areas donde la proporcién de cepas

resistentes sea elevada.
VIl. G. 2. VANCOMICINA Y OTROS GLICOPEPTIDOS.

De todo lo comentado hasta ahora, parece quedar claro que el uso
tanto de penicilina como de cefalosporinas, en infecciones neumocdécicas

que no afecten al sistema nervioso central (SNC), esta justificado a pesar
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de que estén provocadas por cepas de neumococos con ciertos grados
de resistencia a estos antimicrobianos. No obstante, el tratamiento de
infecciones que afecten al SNC causadas por cepas con disminucién de
la sensibilidad a penicilina y otros B-lactamicos supone un problema
mayor. Esto es asi porque el objetivo del tratamiento de la meningitis
neumocacica es obtener una esterilizacion rapida de LCRy para ello la
concentracién antibiética en LCR debe ser unas 10 veces superior a la
CMB de ese antibidtico para la cepa infectante’®. Este hecho, como ya se
comenté en la introduccién, puede suponer un problema a la hora de usar
penicilina y cefalosporinas en el tratamiento de infecciones del SNC
producidas por cepas Rl o R, puesto que no alcanzan los niveles
recomendados en LCR. Se han descrito casos de fracasos terapéuticos
con cefalosporinas de tercera generacion que se resolvieron
favorablemente con vancomicina™® . Todo ello hace que sean necesarios
estudios comparativos entre los B-lactamicos y vancomicina u otros

glicopéptidos.

En nuestro trabajo, se incluyd un grupo con cada una de las cepas
estudiadas, con tratamiento con vancomicina. Los resultados que se
obtuvieron en el estudio in vivo en los tres grupos de tratamiento con
vancomicina, fueron similares a los obtenidos con penicilina, tanto en el

aclaramiento de microorganismos en los tejidos como en la esterilizacién
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tanto de vegetaciones como de hemocuitivos. En cuanto a las curvas de
tiempo-muerte, fue bactericida con todas las concentraciones estudiadas

frente a las tres cepas antes de las primeras 8 horas de incubacion.

En el modelo de endocarditis de Fernandez Guerrero y

colaboradores'"”

, utilizan teicoplanina como alternativa de tratamiento
frente a penicilina frente a cepas Rl y R a penicilina. Ellos también
obtuvieron resultados similares para ambas cepas, en cuanto al
aclaramiento de microorganismos en los tejidos como en la esterilizacion
de tejidos, comparando los resuitados que obtuvieron con el glicopéptido
y penicilina a altas dosis. En el estudio de actividad bactericida, también

fue teicoplanina el antimicrobiano mas rapidamente bactericida, aunque

sin grandes diferencias con aitas dosis de penicilina y con cefotaxima.

Existe un trabajo'™, en el que se exponen los parametros
farmacodinamicos, relacionados con la actividad tanto in vitro como in vivo
de vancomicina y teicoplanina frente neumococos penicilin resistentes,
utilizando un modelo de peritonitis en ratén. Estos autores, concluyen que
el efecto de los glicopéptidos no esta inﬂuenciado por la resistencia de
los neumococos a penicilina, tanto in vitro como in vivo. En este mismo
trabajo, observaron una mayor actividad in vitro de teicoplanina frente a

vancomicina, diferencias que no se presentaron in vivo.
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En otro modelo de neumonia experimental en ratas
inmunocompetentes“s, también compararon entre otros grupos, un grupo
de tratamiento con vancomicina, frente a cepas R a penicilina. Estos
autores obtuvieron resultados en la misma linea de los anteriormente
citados, vancomicina fue mas eficaz que penicilina a bajas dosis, pero fue

tan eficaz como penicilina a altas dosis y cefpiroma.

Con todos estos datos se puede sugerir que el tratamiento con
glicopéptidos, como vancomicina o teicoplanina, en infecciones
causadas por neumococos resistentes a penicilina es eficaz, debiendo
reservarse su uso a infecciones graves, fundamentalmente que afecten

al sistema nervioso central.
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VIIl. CONCLUSIONES.-
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1. Streptococcus pneumoniae produce endocarditis en todos los
casos con el modelo utilizado, comprobandose dichos resultados mediante
cultivo microbiolégico de las vegetaciones adrticas, e independientemente

del grado de susceptibilidad a penicilina.

2. La sensibilidad o resistencia a la penicilina del neumococo no

influye en la gravedad de la endocarditis experimental.

3. La utilizacién del modelo de endocarditis adrtica experimental por
S. pneumoniae permite la comparacion de la efectividad de diferentes
tratamientos frente a cepas de S. pneumoniae con diferentes
susceptibilidades a antimicrobianos, en un modelo de ‘infeccién

bacteriémica.

4, El modelo utilizado produce bacteriemia en todos los casos,

comprobandose también mediante cultivo microbioiégico.

5. El modelo ademas reproduce siempre un modelo de neumonia,
adquirida por via hematdgena. Este modelo de neumonia permite, asi
mismo, la comparacién de la eficacia de diferentes antimicrobianos en el

tratamiento de la infeccion neumococica.
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6. Entre los estudios in vitro, la actividad bactericida de los
antimicrobianos frente a S. pneumoniae, estudiada mediante curvas de
tiempo-muerte, es la que mejor se ha asociado con la actividad in vivo en

el animal de experimentacion.

7. El conocimiento de los parametros farmacocinéticos vy
farmacodinamicos de los B-factamicos, tales como el T/CMI y el cociente
Cmax/CMI, son necesarios para predecir, valorar y comparar la eficacia
de estos antimicrobianos en el modelo experimental, asi como para

comparar las distintas pautas de tratamiento.

8. En los animales infectados con las cepas sensible y con
sensibilidad intermedia a penicilina, los tratamientos con penicilina y con
el resto de los antimicrobianos utilizados (cefalosporinas, eritromicina y
vancomicina) fueron igualmente eficaces respecto a los controles en el
aclaramiento de microrganismos tanto en las vegetaciones, en los
pulmones como en los hemocultivos, asi como en la esterilizacién de

estos tejidos.

9. En los animales infectados con la cepa resistente a penicilina,
todos los tratamientos, excepto cefuroxima, fueron eficaces en el

aclaramiento y esterilizacion tanto de las vegetaciones, de los pulmones,
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como de los hemocultivos.

10.  Considerados separadamente, cefuroxima y cefotaxima fueron los
antimicrobianos menos activos frente a la endocarditis causada por la

cepa de neumococo resistente a la penicilina.

11. De este modo, la penicilina continua siendo un antimicrobiano
eficaz en la infeccién neumocdécica, cuando ésta esta causada por cepas
de S. pneumoniae con el grado de resistencia empleada. En cambio, las
cefalosporinas, como grupo, han sido menos eficaces en el modelo de

endocarditis y de neumonia.

12. No han aparecido cepas resistentes a la penicilina al finalizar el

tratamiento, en los animales tratados con este antimicrobiano.
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