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1 PERSPECTIVA HISTORICA.

Desde que se empezarcn a utilizar los antibiéticos con fines
terapéuticos, se intentaron desarrollar unos métodos de investigacion para
refacionar el efecto "in vitro” que presentaban estas moléculas sobre los
patégenos, con el efecto terapéutico real, esto es, con la capacidad que
presentaba dicho fA&rmaco para eliminar los microorganismos causantes de una
infeccion en un individuo. Ambos pardmetros no tenfan porque coincidir y
aunque, generaimente, una mayor potencia demostrada "in vitro" por un
determinado antimicrobiano se correspondia con una mayor accién “in vivo",
no siempre ocurria esto. Este es un problema que continua produciéndose
actualmente con algunos antimicrobianos que se ensayan en el laboratorio, ya
gue en condiciones fisiolégicas se ponen en juego un ndmero mayor de
factores, y no Unicamente bacterias y antibioticos. Cuando se administra un
farmaco a un individuo hay que considerar, por ejemplo, los parametros
farmacocinéticos de cada antimicrobiano, como su unidbn a proteinas
plasmaticas, difusion tisular, etc. Ademas, por supuesto, hay que tener en
cuenta las relaciones que se establecen con el sistema inmune del individuo.
Por ello, una buena evaluacion "in vitro” de la eficacia terapéutica de los
antimicrobianos necesita de mejores criterios gue exclusivamente los definidos
como concentracion minima inhibitoria y concentracién minima bactericida.
Los métodos actuales de estudio pretenden conseguir cada vez una mayor
correlacion entre lo que ocurre en el laboratorio y la situaciéon gue se produce
en el organismo y ajustarse asi cada vez mas a las condiciones fisiologicas.

Aunqgue reproducir todas las condiciones que se establecen en el
organismo sea una labor complicada y seguramente no pueda llevarse a cabo
en condiciones experimentales, seria bueno aproximarse el maximo posible a

estas condiciones antes de realizar ensayos "in vivo". A este respecto se han
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descrito numerosas experiencias que tratan de obtener una mejor medida de
la eficacia terapéutica de un determinado farmaco de la que se consigue con
criterios tales como la CM! y la CMB. McDonald y cols. {1} y Bundtzen y cols.
{2) describieron un periodo de escaso crecimiento bacteriano tras una breve
exposicion de las bacterias a diferentes tipos de antibiéticos empleando el
término P.A.E. (Postantibiotic Effect), efecto que ya habia sido introducido
anteriormente por Eagle y cols. con preexpasiciones bacterianas a peniciling.
Actualmente el P.A.E. ha sido hallado en varias clases de antibidticos y su
estudio se aplica practicamente a todos los nuevos antimicrobianos que
aparecen. Con estos estudios se trata de examinar que €s lo que ocurre
cuando los microorganismos dejan de tener contacto con el antimicrobiano,
es decir, como se recuperan después del tratamiento antibigtico. Este efecto
también se produce en condiciones fisioldgicas cuando se deja de administrar
un determinado antibiético y debido a los mecanismos de lavado del
organismo se van reduciendo progresivamente sus niveles en suero.
Ademas como ya quedaba demostrado, debido al efecto postantibiotico
que conferian algunos antibiéticos, la concentracion de estos no tenia que ser
superior a la CMI en el suero durante largos periodos de tiempo, como ocurria
en la mayoria de los regimenes de dosificacidn de los antibiéticos empleados
normalmente (3), puesto que el P.A.E. provocaba una fase de latencia en el
crecimiento bacteriano después de que el antibiotico hubiera desaparecido. En
funcién de esto se podrian espaciar las dosis adecuandolas a un intervalo
Optimo para cada farmaco, estableciendo asi terapias discontinuas eficaces.
De esta forma, se observa que cuando trabajamos con antibigticos
existe un efecto P.A.E. que confiere una ventaja al huésped. De todos modos,
es improbable que esta sea la Unica explicacién para el éxito de una terapia
antibidtica discontinua. Segun Weinstein y Dalton (4) la efectividad
terapéutica de un antibiético dependia también de los mecanismos de defensa

del huésped. Esta era una idea que estaba olvidada hasta hace pocos anos,
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el sistema de defensas del organismo parecia tener un papel de escasa
importancia en comparacion con las terapias antibacterianas, hasta tal punto
que se creia que las enfermedades infecciosas podrian ser completamente
eliminadas debido, sobre todo, a la accién de estos agentes (5).

En un proceso infeccioso que tiene lugar en el organismo intervienen,
efectivamente, ademés de los dos factores en los que nos hemos centrado
hasta ahora un tercero, que hace variar la eficacia del antibiético, es ei
sistema inmune del huésped. Entre estos tres factores se establecen una serie
de interacciones, que se observan en el Tridngulo de Davis y cols {6}, y que

sonresponsables de la mayor o menor eficacia del tratamiento quimioterapico.

HUESPED

INFECCION FARMACOCINETICA
INMUNIDAD  TOXICIDAD
RESISTENCIA
MICROORGANISMO  gummmmmee  ANTIMICROBIANO
SENSIBILIDAD

Tridngulo de Davis.

Por supuesto este sistema no es cerrado y se producen una serie de
interacciones con otros factores (7), por ejemplo, sobre el sistema inmune

actuan el sistema hormonal y a través de éste también el sistema nervioso,
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o se ve afectado por estimulos externos tales como el estrés, la nutricion, etc.
Los agentes antibacterianos también actian sobre los sistemas generadores
de colonias (sistema hematopoyético} y también podrian alterar el sistema
neurcendocrino y los genes que controlan a este (7).

Desde que se conoci6 que el sistema inmune era el responsable natural
de las defensas contra los microorganismos invasores, muchos autores han
tratado de estudiar su posible alteraciéon por los agentes antibacterianos.
Actualmente se sabe que algunos antibidticos pueden actuar ademas como
inmunoestimuladores, aumentando la respuesta inmune del organismo. Estos
antibidticos seran en un futuro ios mas utilizados y de hecho ya se esta
estudiando la utilizacién de determinados antibiéticos conjuntamente con
algunos factores estimuladores de las colonias de granulocitos y monocitos.

Uno de los primeros en estudiar el efecto del sisterma inmune en la
eliminacion de bacterias, después de la interaccion de estas con penicilina
fueron Rammelkamp y Keefer (8). Posteriormente muchos grupos observaron
"in vitro" que los leucocitos producian un aumento de la eliminacién
bacteriana tras un pretratamiento de las bacterias con niveles suprainhibitorios
de antibiotico {9,10).

De igual forma que las bacterias sufrian un retraso en el crecimiento
después de una exposicion a algunos antibidticos, McDonald y cols (10,11}
y Pruul y cols. (12-15), demostraron que microorganismos en fase
postantibiotica son mas sensibles a la fagocitosis y muerte por leucocitos
humanos y llamaron a este fenémeno efecto P.A.L.E. {(Postantibiotic Leukocite
Enhancement).

En los dltimos anos se han publicado numerosos y muy variados
estudios que tratan de conocer y profundizar en las relaciones que se
establecen entre estos tres elementos que ya hemos mencionado: antibidtico,
microorganismo y sistema inmune. Algunos autores se encargan de estudiar

este efecto P.A.L.E. y someten a las bacterias durante un corto periodo de
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tiempo a elevadas concentraciones de antibidtico {12) o a concentraciones de
antimicrobiano inferiores a la CMI {16, 17). Otros estudian las variaciones que
se producen en el efecto fagocitico y bactericida de los leucocitos cuando se
les expone a un pretratamiento antibidtico y después de eliminar este
incorporan ios microorganismos (18}, o como es el caso que nos ocupa
exponemos continuamente los PMN y bacterias juntos a fa accién del
antimicrobiano.

La exposicion "in vitro" de bacterias a concentraciones terapéuticas de
antibiéticos con diferentes mecanismos de accién pone de manifiesto que ia
estructura externa de la célula queda alterada debido a este tratamiento (19,
20), con los consiguientes cambios en sus propiedades; cambios en los
antigenos de superficie (21-24), en las caracteristicas de hidrofobicidad (25),
en la excrecion de toxinas, enzimas (26), y lipopolisacaridos (20, 27),
cambios en el grosor de ia pared (28, 29) y en las propiedades de adherencia
{30). Obviamente estas alteraciones en la pared externa de la bacteria seran
mayores si el antibiotico es un B-lactamico, puesto que actlan precisamente
sobre estas estructuras.

Los mecanismos por los cuales se modula la sensibilidad a la muerte
fagocitica son en parte desconocidos, y podria deberse a una mayor captura
fagocitica. En este sentido, Pruul y cols. {31) descubrieron que un aumento
en la muerte de estreptococos del grupo A por leucocitos, después de una
exposicidn a eritromicina era dependiente de ia captura fagocitica. También
podria deberse a un incremento en la muerte celular una vez que la bacteria
ha sido ingerida por el leucocito (13). Seguramente estos mecanismos
variaran dependiendo de la bacteria y del antibidtico en cuestién.

lLa interaccion entre neutréfilos y bacterias va a marcar el equilibrio
entre el estado de enfermedad y salud y esto se ha demostrado porque
muchas infecciones ocurren en periodos de neutropenia profunda y algunas

infecciones cronicas tienen lugar en enfermos con defectos congénitos en las
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funciones de los neutréfilos, en los cuales no se produce esta interaccion
bacteria-neutrdfilo. Nos interesa, por tanto, averiguar silos antibidticos actuan
de forma sinérgica junto con los PMN en la eliminacion de las bacterias, y ver
si los antibidticos favorecen la eliminacion y/o unién de los PMN vy las
bacterias.

Por otra parte, es cierto que el maximo aumento en la actividad
leucocitaria, esto es, el aumento en las funciones de los leucocitos, requiere
la participacién de anticuerpos y factores de complemento (10), puesto que
con estos elementos del sistema inmune favorecemos una mayor interaccion
entre la bacteria y el fagocito, ademas de la propia capacidad bactericida
inherente al complemento y a los anticuerpos.

Por todo ello, a través del estudio de estos factores pretendemos
conseqguir una mejor evaluacion de la actividad de los antimicrobianos,
relacionando estos con los microorganismos y con €l sistema inmune, relacion
que se pone de manifiesto en cualquier proceso de infeccién bacteriana.
También tratamos de obtener una mayor correlacion entre los datos de estos
ensayos y los que se obtienen "in vivo™ para determinar, en lo posible,
intervalos seguros y eficaces en la administracién de antibidticos.

En este trabajo nos centraremos en estudiar las relaciones que se
estabiecen entre los leucocitos PMN del sistema inmune, dos antibioticos de
probada eficacia como son cefotaxima y amoxicilina {también compararemos
los resultados con diferentes concentraciones de amoxicilina-acido
clavulanico) y que operan a través del mismo mecanismo de accién, y tres

cepas de una misma especie bacteriana, Streptococcus pneumoniae

observando, para eilo, las variaciones que se producen en su cinética de
crecimiento.
A continuacidon mencionaremos brevemente cada una de las partes que

estan implicadas en este estudio y las relaciones que se establecen entre

ellas.
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2. SISTEMA INMUNE

El sistema inmune estd constituido por elementos celulares en intima
relacion con factores humorales, y permite al organismo reconocer ciertos
elementos extranos, asi como defenderse de elios. En los mecanismos de
defensa se engloban respuestas inmunes especificas e inespecificas.

La inmunidad inespecifica consiste en la fagocitosis, la respuesta
inflamatoria, y la lisis celular a través de la via alternativa del complemento
(en la que no intervienen anticuerpos).

En la inmunidad especifica, el estimulo, después de interaccionar con
el sistema inmune, induce la sintesis de productos celulares especificos (como
anticuerpos, linfocinas, etc.). En esta respuesta participan grupos
especializados de linfocitos y se generard una memoria inmunoidgica
especifica para el agente que la desencadend. En esta inmunidad especifica
intervienen dos tipos de efectores:

- Un producto celular especifico, los anticuerpos, sintetizados por los
tejidos linfoides (inmunidad humoral).

- Los linfocitos sensibilizados especificamente {inmunidad celular).

Como todos los tipos celulares de la sangre, las células del sistema
inmune también proceden de células madre pluripotentes primitivas a través
de dos lineas principales de diferenciacion:

- La linea linfoide que dara lugar a los linfocitos

- La linea mieloide que producira, entre otras, las células fagociticas.
Los fagocitos se dividen en dos tipos basicos, el sistema mononuclear,
constituido por l0os monocitos que al pasar a los tejidos se transforman en
macrafagos, v el grupo de ios granulocitos poiimorfonucleares que constan
de un ndcleo polilobulado y granulaciones tipicas en su citoplasma. Dentro de

estos podemos diferenciar segon la afinidad que presentan sus granulos por
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los colorantes acidos o basicos, los eosinofilos, baséfilos y neutrdfilos. De
estos tres tipos celulares el neutréfilo tiene una gran actividad fagocitica,

mientras que el eosindfilo presenta mucha menor actividad.

2.1 LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES NEUTROFILOS

2.1.1 Origen_y desarrolio

Los neutrofilos tienen su origen en la unidad formadora de colonias
granulocito-monocito (UFC-GM), que mediante la accidn del factor estimulante
de colonias (CSF), liberado por macrofagos y linfocitos T activados en
respuesta a determinados estimulos, producen colonias mixtas de monocitos
y polimorfonucleares neutrdfilos.

Este sistema estd regulado por un mecanismo de feed-back negativo,
de forma que, factores liberados por macréfagos (prostaglandina E} y por
neutrofilos {lactoferrina) inhiben la produccion de CSF (32).

Los mielocitos se forman en el compartimento mitdtico proliferativo de
la médula dsea a partir de ¢élulas pluripotentes en aproximadamente 7,5 dias,
pasando por una serie de estadios celulares intermedios; promieloblastos,
mieloblastos, promielocitos y mielocitos. Todas estas células tienen capacidad
de division. Mas tarde en el compartimento no proliferativo (postmitético) de
la médula 6sea se diferencian, en metamielocitos, neutréfilos segmentados
incompletos, y finalmente en neutréfilos maduros que se acumulan en el
compartimento de depodsito medutar de donde pasaran al tarrente circulatorio.
Los neutréfilos maduros permanecen un corto periodo de tiempo en la sangre,
pero no todos circulan libremente ya que algunos (el 50%) quedan retenidos
por los vasos sanguineos de pequeno calibre o se adhieren a las paredes de
vasos mayores. Posteriormente los leucocitos PMN pasan a ios tejidos donde

finalizan su ciclo vital que solo dura unos pocos dias.

10
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2.1.2 Maorfologia

Los leucocitos PMN son células esferoidales de 12 - 15 ym de tamano
con un nlcleo segmentado en 2 - &5 I6bulos. Contienen unos granulos
citoplasmaticos que aparecen durante su maduracién. Los granulos azuréfilos
o primarios aparecen en la fase temprana de la maduraciéon y comparten
muchas caracteristicas con lisosomas de células de otros tejidos, son
lisosomas tipicos. Los granulos secundarios o especificos aparecen en una
etapa intermedia en el desarrollo de los neutréfilos, son menores que 10s
primarios y no son realmente lisosomas. Al ir madurando las células aumenta
el numero de granuios secundarios que llegan a predominar sobre los
primarios {33). El citoplasma del neutréfilo es rico en microtubuios y
microfilamentos gue confieren a la céluia gran movilidad (34).

En condiciones normales los PMN representan de! 60 al 70% de los
glébulos blancos presentes en la sangre periférica de un hombre adulto. Cada

dia entran en el torrente sanguineo 10" nuevos PMN maduros.

2.1.3 Funciones

Los neutréfilos constituyen el principal sistema de defensa del
organismo ante la mayor parte de las infecciones bacterianas. Son la primera
linea de defensa celular una vez que los microorganismos han atravesado la
piel, ademas intervienen en las reacciones inflamatorias de origen no
inmunolégico y muestran ciertas propiedades caracteristicas que les hacen ser
los causantes de [a produccién de lesiones tisulares.

Para cumplir estas funciones los neutrdfilos realizan una serie de
acciones que lievan a cabo en etapas sucesivas, a veces superpuestas, estas
son fundamentaimente, el quimiotactismo, la adherencia, la fagocitosis y la
liberacion de los componentes del neutréfilo.

Aunque la actividad microbicida dei PMN es el resultado de la suma de

estas fases, el neutréfilo actua en intima relaciéon con el sistema humoral y
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con otros procesos inmunitarios celulares, ejerciendo sus funciones en union
con anticuerpos, complemento {35} y factores quimiotacticos (36, 37).
Ademas los PMN también pueden interactuar con unas moléculas que no
pertenecen al propio organismo como son los antibidticos. En este sentido, se
ha demostrado la capacidad de muchos antimicrobianos de afectar a las
funciones de los PMN, como a su quimiotaxis, fagocitosis y muerte

bacteriana.

2.1.3.1 Quimiotactismo

Los PMN, como otras muchas células fagocitarias, pueden migrar
activamente hacia determinados tipos de estimulos que los atraen, este
fenémeno se denomina quimiotactismo. A parte de otros tipos de
movimientos que puede tener el PMN, el quimiotactismo supone la migracion
de la célula, siguiendo un gradiente ascendente de alguna sustancia
guimioatractiva que es liberada en algun lugar del organismo.

Los PMN responden a diferentes tipos de estimulos quimiotacticos
entre los que se encuentran, factores liberados por muchas bacterias durante
su desarrollo, factores secretados por linfocitos, un factor liberado por los
propios neutrofilos, y una enzima de los sistemas de coagulacion y de
produccion de cinina, la calicreina (33}. Pero el mas potente estimulo
quimiotactico al que responden los PMN se encuentra en algunos elementos
de estructura polisacaridica existentes en la membrana de algunas células y
endotoxinas bacterianas y sobre todo a unas sustancias que se liberan al ser
activado el sistema de complemento tras la formacion del complejo antigeno-
anticuerpo, estos factores liberados son el complejo trimolecular activado
Ch67, el C3a y el Ch5a que parece ser el mas activo de todos (38).

Todos estos factores difunden desde su punto de produccion

estableciendo un gradiente de concentracion. Los neutrofilos al entrar en
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contacto con ellos son activados y progresan hacia la fuente del estimulo.
Los antibidticos como tetraciclinas y aminoglicésidos inhiben Ia

respuesta quimiotactica de los leucocitos (39}, algunos macrdélidos la

estimulan, mientras que la clindamicina, rifampicina (40), y B-lactamicos a

concentraciones terapéuticas normales no fa afectan (39).

2.1.3.2 Adherencia

Se puede conseguir un contacto entre la particula que va a ser
fagocitada y el PMN de forma totalmente inespecifica, esto es, en ausencia
de anticuerpos ¢ complemento sérico, ello obedece principalmente a
propiedades de la superficie de la particula a fagocitar, como su tensién
superficial o falta de afinidad por el agua. Sin embargo, la fagocitosis puede
ser facilitada por distintos anticuerpos, pues las particulas cubiertas por estos
son ingeridas de manera mas eficaz. También el complemento puede
intervenir como amplificador de este fendmeno, del que hablaremos mas
adelante. Este principio facilitador de la fagocitosis por los anticuerpos y el
complemento se denomina opsonizacidon y las particulas que lo realizan se
denominan opsoninas.

La opsonizacion se encarga de que se establezca el reconocimiento y
un sélido contacto con los elementos que van a ser ingeridos antes de que se
produzca la verdadera ingestiéon. Esto es debido a que en la membrana de los
fagocitos hay unos receptores especificos para el fragmento Fc, invariabie, de
una molécula de inmunoglobulina {lg) y también receptores para algunos
componentes del sistema de complemento.

Las Ig se unen por sus brazos Fab, variables, a los antigenos de las
bacterias y el brazo Fc se une al receptor especifico del fagocito.

Dentro de las Ig, la Ig G es la que mayor capacidad opsoénica directa
presenta. La lg M tiene una actividad opsonica secundaria a su capacidad de

activar el sistema de complemento {41).
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En cuanto al complemento, se diferencian receptores especificos para
C3b, C4b vy C3d en la membrana del PMN ({42).

La capacidad de los antimicrobianos de modificar la adherencia de los
PMN por la bacteria se basa en una accion directa del antimicrobiano sobre
la bacteria. Esto se produce por el debilitamiento de la estructura bacteriana
y el afloramiento a la superficie de algunos antigenos que van a facilitar la
opsonizacion y por tanto el contacto con el PMN, debido fundamentalimente
a la exposicion de la bacteria a los antibidticos. En este sentido podemos decir
que la fagocitosis de S. aureus se incrementa tras la inhibicién de la sintesis
de proteina A, que impide la opsonizacién de la bacteria {(43), debido a la
exposicién a clindamicina y acido fusidico (23). La gentamicina aumenta la
fagocitosis de algunas bacterias debido a que también incrementa su
opsonizacion (44). El pretratamiento de E. coli con netilmicina también eleva

el gasto de complemento a la vez que la fagocitosis (45).

2.1.3.3 Fagocitosis

La fagocitosis es el proceso de ingestidon de la particula. Una vez que
la particula ha sido adherida a la superficie del! fagocito, este forma una
invaginacién de su membrana plasmatica englobando la particula en una
vacuola fagocitica, formando asi lo que se denomina un fagosoma.

Modificaciones morfoldgicas que acompafan a la fagocitosis

Cuando se forma el fagosoma los granulos citoplasmaticos unen sus
membranas con las de aquel y entran en contacto los contenidos de ambas
vesiculas constituyendo un fagolisosoma.

Los granulos (primarios) de los PMN contienen gran cantidad de
enzimas hidroliticas y otras sustancias bactericidas, de modo que cuando
estas enzimas se ponen en contacto con los microorganismos ingeridos, se
inicia el proceso de su destruccion. Estas enzimas hidroliticas tienen un pH

dptimo de actuacion acido, que se puede conseguir en el fagolisosoma por la
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produccién de acido lactico.

Fendmenos metabdlicos que acompafan a la fagocitosis: procesos
antimicrobianos

Después de formarse el fagosoma se producen en la célula una serie de
alteraciones en sus reacciones bioquimicas, en conjunto estos cambios se
conocen como "crisis respiratoria” y comprenden: aumento de la glucolisis,
aumento importante de la actividad de la via de corto circuito de la hexosa
monotfosfato y un incremento del consumo de oxigeno, de producciéon de
H,0, vy de acido lactico.

Los mecanismos antimicrobianos que se desencadenan como
consecuencia de la crisis respiratoria fueron agrupados por Klebanoff,

dependiendo de su necesidad o0 no de oxigeno y se pueden observar en la

siguiente tabla (46):

1. Que dependen de O, 2. Que no dependen de O,
A. Con intervencion de a. Acidez del medio
mieloperoxidasa {MPQ) b. Lisozima
¢. Lactoferrina

B. Que no dependen de MPO d. Proteinas catidnicas
en granulos.

1. H,0,

2. Anién superoxido

(02)

3. Radical hidroxilo

{OH)

4. Oxigeno en "singlete"

{0,).

5. Complejo ascorbato -
peroxido - ion metalico

6. Oxidacion de 4cido
aminado

Las causas por las que los distintos antibiéticos influyen en ia

fagocitosis y en los procesos antimicrobianos, dependen, entre otros factores,
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del mecanismo de accidn de cada farmaco. Los B-lactdmicos tienen una
escasa permeabilidad en la célula fagocitica, por lo que en general, van a
afectar poco a los procesos que se producen en el interior del PMN después
de que una particula halla sido ingerida. No obstante, tenemos ejemplos en los
que se ponen de manifiesto variaciones en estos efectos intracelulares. Se ha
observado que cefotaxima incrementd la muerte de S. aureus opsonizado y
la respuesta oxidativa de los PMN. Cefodizima aumentdé la muerte intracelular
de algunas bacterias, aunque en este caso se produjo por la interaccion con

el sistema independiente de O, de los PMN (47).

2.1.3.4 Liberacidn de componentes dei neutréfiio

Durante la fagocitosis los neutréfilos van a liberar al medio
componentes celulares, algunos de ellos son responsables de las iesiones que
se producen en los tejidos adyacentes, como las enzimas de proteolisis
(catepsina, colagenasa, elastasa) que podrian explicar las lesiones que se
producen en fa membrana basal y en el tejido conectivo, otros tienen actividad
bactericida y aumentan la permeabilidad de los vasos sanguineos. Los
neutrofilos también producen cininas, pequefos polipéptidos con propiedades
vasodilatadoras, proteasas que degradan C5 liberando Cba, pirégenos
endoégenos que son liberados después de la fagocitosis y que pueden ser una
de las causas de la fiebre y otras sustancias que producen el depdsito de
fibrina actuando sobre ei sistema de coagulacion.

Los PMN también intervienen en la produccién de SRS-A (sustancia
reactiva lenta de anafilaxia) que media la contraccion del musculo liso,

ademas de segregar un factor guimiotactico para los macrotagos.

2.2 COMPLEMENTO

El sistema de complemento lo forman una serie de proteinas séricas que
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reconocen determinados elementos presentes en la superficie de algunas
estructuras celulares a Ias que se unen, favoreciendo asi, los procesos de
fagocitosis e incluso pueden llegar a producir la lisis de la célula por si
mismaos.

Los anticuerpos actian en intima relacion con el complemento. Son
producidos por ciertas células linfoides (linfocitos B y células plasmaticas) y
se encargan de neutralizar las toxinas bacterianas, potenciar la fagocitosis por
opsonizacidon de las bacterias y desencadenar fa cascada del complemento.

La actividad del complemento se lieva a cabo a través de unos
componentes proteicos que actuan secuenciaimente, de forma que ali
activarse el primero de ellos, este adquiere la capacidad de activar varias
moléculas del siguiente componente de la secuencia, cada uno de los cuales
actuan sobre un tercero, es decir, un efecto en cascada con amplificacion.
Los componentes terminales de la cascada del compiemento pueden causar
un agujero en la membrana celular en la que estén fijados, que puede ser

observado por microscopia electrénica {48).

2.2.1 Activacion del complemento

El mecanismo de la activacién del complemento puede ocurrir a traves

de dos vias diferentes, la via clasica y la alternativa.

2.2.1.1 Via alternativa

El C3 presente en el suero se hidroliza lenta y espontaneamente
formando C3b'". El C3b se une a un factor B y sobre ellos actuard una enzima
produciendo la hidrdlisis de B y obteniéndose C3bBb"” que es la enzima
convertasa del C3 de la via alternativa, denominada asi porgue reacciona
rapidamente con el propio C3 y lo escinde en dos fragmentos C3a y C3b, este
ditimo continua el ciclo de forma amplificada. Este ciclo no se produce

constantemente en el suero, porgue la convertasa del C3 (C3bBb] en solucidn

{1} Los productos de los factores hidrolizados se denaminan a 6 b.
[2) Con 1a linea debajo ponemas de manifiesto que el compuesto formado tiene actividad enzimatica.
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es inestable, ademds, el C3b es inactivado por un factor | (fig. 2}.

Sin embargo, algunos microorganismos con unas superficies ricas en
carbohidratos van a estabilizar la convertasa del C3 y también van a proteger
al C3b formado. La convertasa C3bBb fijada a la membrana del
microorganismo se estabiliza de forma aun mas potente cuando actua sobre
ella otra enzima, la properdina.

Sobre el C3bBb, que estd en la superficie de la bacteria, se une otra
molécula de C3b formando un complejo C3bBb3b que se denomina
convertasa del Ch,

A partir de ahora al complejo formado en la membrana exterior se unen
mas proteinas, la siguiente es la CH5, que es escindida en Cha que se libera,
y CHb que se queda unida al complejo, posteriormente se unen C6 y C7,
luego C8 vy finaimente C9, que se inserta en ia bicapa lipidica de fa céluia en
cuestion formando un complejo de ataque a fa membrana. Este es en reaiidad
un canal que va a dejar pasar algunos iones y moléculas de agua al interior de

la célula, pudiendo conducir de esta forma a su destruccian.

C3 Estabilizacién
Via lenta Via rapida @ Praperdina
C3a l — Unién a membrana

x A Factor D
vl
C3b+B —— C3bB

Factor i

|

+
iIC3b

Fig. 2. Esquema de la ruta alternativa del complemento hasta la formacién de la

convertasa del C3, en el recuadro superior derecho.
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2.2.1.2 Via ciasica

Una de las proteinas que interviene en esta ruta es la denominada C1,
que consta de 3 subunidades, C1q, C1r, y Cls.

El proceso, a diferencia de lo que ocurre en la via alternativa, requiere
la participacién de lg. Cuando dos 0 mas moléculas de anticuerpo unidas a
sus respectivos antigenos se unen a la subunidad C1q la proteina sufre una
alteracion en su conformacién, de faorma que la subunidad C1s va a poder
actuar sobre otra proteina sérica, la C4, escindiéndola en dos molécuias C4a
y C4b. El componente C4b queda unido a la superficie celular, y es capaz de
atrapar una molécula de C2 que reacciona con la subunidad Cils
escindiéndose en CZa y C2b. Este Uitimo se une al compiejo, obteniéndose
asi, la enzima C4b2b gue es la convertasa C3 de la via clasica.

El ataque de esta enzima a C3 va a proporcionarnos un fragmento C3a,
que se libera de igual forma que ocurria en la via alternativa, y un fragmento
C3b que se une a C4b2b constituyendo el complejo C4b2b3b o convertasa

Cbh de la via clasica que seguird el mismo proceso que en la via alternativa
(fig. 3).

C4
) C4a

o

Ag-lg-G1 C4b+C2
i C2a

~
gmcaﬂml C4b2by +C3

—_—

C3a
Fig. 3. Esquema de la via s
clasica del complemento Convertasa E:l

hasta la formacién de la del C5

convertasa del C3 v del

Cbh.
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2.2.2 Consecuenciag de la activacion del complemento

La activacién del complemento provoca la formacién de muchos
productos con actividad biolégica, algunos de ellos se sitian en las superficies
de las particulas activadoras y pueden conducir a la lisis de las células, como
en el caso del complejo C5b-9. Otros llevan a la fagocitosis como ocurre ¢on
el C3b, debido a que existen lugares de unién para esta molécula en los PMN
y en otros ieucocitos. Otros factores provocan una reaccién inflamatoria local,
principalmente el C3a y Cba, ademas estos, tienen propiedades anafilacticas
y quimiotacticas para los PMN. Debido a estas actividades la intervencion del
complemento es esencial en las defensas del huésped contra las agresiones
microbianas, como se pone de manifiesto en muchos estudios de fagocitosis
(15, 49) donde la sensibilidad de las bacterias frente a la accién microbicida
de los PMN aumenta en presencia de complemento.

Los antibioticos van a variar la relacion que se establece entre la
bacteria y el sistema inmune, debido al debilitamiento que provocan en la
estructura bacteriana. Los f-lactamicos actdan sobre todo a nivel del
peptidoglicano de la pared de la bacteria, causando variaciones en la
morfologia de ésta y permitiendo que gueden expuestos a la accion de los
anticuerpos y del complemento algunos antigenos. De esta forma, facilitan la
activacion del complemento, aumentan los contactos entre fagocitos y

bacterias, e incrementan la fagocitosis.

3 ANTIBIOTICOS

Los antibidticos betalactadamicos tienen en su estructura un anillo
betalactamico de cuatro miembros. Este tipo de antibidticos actualmente se

pueden clasificar en al menos siete grupos, entre los que se incluyen las
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aminopenicilinas, las clavamas y las cefalosporinas. Los betalactamicos
actuan inhibiendo las ultimas fases de la formacién de la pared bacteriana.
Son bactericidas sobre bacterias que se encuentran en crecimiento activo pero
no tienen efecto sobre células que no estan en desarrolio.

La pared bacteriana mantiene la forma celular y protege a la bacteria de
la rotura osmética gracias a la estructura rigida que posee. Esta rigidez se la
va a proporcionar un elemento constitutivo de dicha pared que es el
peptidoglicano. Este elemento es comuin tanto en bacterias grampositivas
como en gramnegativas y esta formando una larga cadena polisacaridica
constituida por repeticion de moléculas de N-acetilglucosamina y N-
acetilmuramico al que se unen pequenas cadenas de péptidos, estas cadenas
peptidicas se unen entre si por medio de enlaces entre sus aminoacidos.

La sintesis del peptidoglicano se puede dividir en tres fases, la primera
constituye la sintesis de los precursores polisacaridicos, la siguiente etapa
supone la traslocacién de estos compuestos a través de la membrana
citoplasmética y su transglicosidacion al polimero de peptidoglicano,
finalmente se establece la unién entre el peptidoglicano recién formado y el
que ya existia, mediante una reaccitn de transpeptidacion.

Los antibidticos betalactamicos acttan inhibiendoesta transpeptidacion
debido a que se unen e inactivan las enzimas gue llevan a cabo esta reaccion,
a las transpeptidasas por ello también se las denomina proteinas fijadoras de
penicilinas (PBPs). Existen varias transpeptidasas y cada antibiotico tiene
diferente afinidad para cada una de estas enzimas. Dependiendo de su union
a unas PBPs u otras los efectos que se producen sobre la bacteria son
distintos: la union a la PBP 1a, 1b, 2 y 3 provoca la lisis celular en E, coli, las
PBPs 4, 5 y 6 no parecen ser esenciales para la viahilidad celular y no
condicionan la accion de los betalactamicos (50). En general bastaria la unién
a la PBP 1 para conducir a la lisis y muerte de la bacteria (20}. Esta lisis se

consigue con concentraciones mayores a la CMI, esto es, el antibidtico tiene

21



introduccién

que superar un punto critico de afinidad por las PBP letales. Si la CMI es baja
el antibidtico en cuestioén tiene mucha afinidad por la PBP 1 u otras PBP
letales. Si por el contrario, la afinidad es baja, el fdrmaco se unira primero a
otras PBP y necesitaremos mas concentracion de antibidtico para eliminar la
bacteria y la CMI serd mayor.

Ademés de inhibir la transpeptidacion, los B-lactamicos estimulan los

sisternas autoliticos de las bacterias (51, 52).

3.2 Mecanismos de resistencia

Los mecanismos mas frecuentes por los que un microorganismo puede
ser resistente a estos antibiéticos son por la produccion de betalactamasas
gue destruyen el antibidtico por hidrélisis de! anillo betalactamico, reduccion
en la afinidad de las PBPs por {os antibidticos (b3 - 56) y reduccion en la
permeabilidad celular de las bacterias al B-lactamico, impidiéndole alcanzar su
lugar de accién. Este ultimo mecanismo de resistencia s6lo se produce en las

bacterias gram-negativas (57).

3.3 Amoxicilina

3.3.1. Estructura quimica

S
S\ CHg
OH—<O> CH—CO— NH— CH~ CH cX cH,
| | |
NH_ CO - N — CH — COOH

Figura 4. Estructura quimica de la amoxicifina.
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3.3.2. Caracteristicas generales

La amoxicilina es una penicilina semisintética del grupo de las
aminopenicilinas, es uno de los antibioticos mas ampliamente utilizado en
clinica debido a su baja toxicidad y a su amplio espectro antibacteriano, tanto
frente a microorganismaos grampaositivos (cepas de Staphylococcus aureus no
productores de penicilinasa, Streptococcus haemoliticus, S. viridans, S.
pneumoniae, Enterococcus faecalis, Clostridium tetani} como gramnegativos

{Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis, E. coli,

Salmonella typhi, Proteus mirabilis, Helicobacter_pylori). Ciertas cepas de

patégenos producen B-lactamasas y son resistentes, por lo que a veces se
administra conjuntamente con acido clavulanico. La amoxicilina tiene una

elevada afinidad por la PBP 1a, 1b, 2 y algo menor por la 3 (58).

3.3.3. Farmacocinética

La unidon de amoxicilina a las proteinas plasmaticas es muy baja,
oscilando entre el 18% vy el 20%. Es una molécula que se absorbe muy bien
por via oral. Los niveles méaximos en suero que se obtienen tras la
administracion intravenosa de 1g de amoxicilina, son de aproximadamente 50
pug/mi {(59). Si la administracion es intramuscular, al cabo de una hora la
concentracion maxima en suero serd de 22 pg/ml y si es por via oral
obtendremos 12-13 pg/m! por cada 500 mg. Las penicilinas, en términos
generales, son poco metabolizadas en el organismo. La eliminacion se produce
principalmente por via renal, alcanzando concentraciones elevadas en orina.

La bilis también puede constituir una via alternativa de eliminacion.

3.4 Cefotaxima

Las cefalosporinas en general son antibiéticos betalactdmicos,
bactericidas, y al igual que la amoxicilina muestran un amplioc espectro

bacteriano y escasa toxicidad por lo que también son muy utilizadas en la
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practica médica. Estan formadas por un anillo betalactdmico unido a otro de
dihidrotiazina. En contraste con las penicilinas la molécula de cefalosporina
tiene mas lugares para su potencial manipulacién, ademas, el nucleo de las
cefalosporinas es inherentemente mas resistente a las betalactamasas que el
de las penicilinas {60). De cualquier forma, al igual que ocurre con estas, el
mecanismo responsable de la inactivacion de cefalosporinas mas frecuente es

la produccién de betalactamasas.

A4 1. Estructur imica

s
N C~—CO~—NH—CH—CH/\
,Q_‘/VH L
N, ¢ N CO - N ~CH_0CocH
OCH2 | 2 3
COOH

Figura 5. Estructura quimica de la cefotaxima.

4.2, racteristi neral

La cefotaxima es una cefalosporina de tercera generacion que se
administra por via parenteral. Las células renales y los hepatocitos van a
transformar la molécula en unos subproductos metabdlicos con actividad
antimicrobiana, el mas importante es la desacetilcefotaxima {61). La
desacetilcefotaxima tiene una alta afinidad por las PBP 1a, b v 3 de E. coli.
La afinidad de cefotaxima por estas mismas moléculas es mayor {62).

La cefotaxima muestra una buena actividad frente a Streptococcos (S.
pneumoniae, S. pyvogenes) Staphylococcus aureus excepto las cepas

resistentes a la meticilina y las coagulasa negativas, es muy activa frente a
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muchas cepas de E. coli, Haemophilus influenzae y frente a muchas especies

de Klebsiella, Proteus, Serratia y Neisseria.

3.4.3. Farmacocinética

La cefotaxima alcanza una unidn a las proteinas del suero del 38%.
Tras suministrar por via intramuscular una dosis de 1 gramo del antibidtico se
consigue, a la 1/2 hora, una concentracién sérica maxima de 20,5 ug/ml. La

eliminacion se produce por el rifdn y en un pegqueno porcentaje también por
via biliar.

D Aci lanic

3.5.1 Estructura quimica

O
7N\

CH—CH C = CH,OH
(o
CO — N — CH ~ COOH

Figura 6. Estructura quimica del dcido clavuldnico.

3.5.2 Caracteristicas generales

El acido clavulanico es un antibidtico B-lactdmico que pertenece al
grupo de las clavamas. Tiene una escasa actividad antimicrobiana, peroc es
capaz de inhibir una gran variedad de f-lactamasas, por Io que se administra
en combinacion con otras moléculas que no tienen esta capacidad pero que
tienen una mayor actividad bactericida intrinseca, de esta forma se establece
una actuacion sinérgica entre ambos antimicrobianos frente a los
microorganismos que son resistentes a penicilinas por produccion de B-

lactamasas. Generaimente se utiliza en combinacién con amoxicilina.
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El clavulanico presenta mayor afinidad por la PBP 2, la inhibicién de
esta proteina provoca en aigunas especies bacterianas la formacion de células

esferoidales y no interfiere con el proceso de division (63, 64).

3.5.3. Farmacocinética

La unién del &acido clavuldnico a las proteinas plasmaticas es
aproximadamente del 25 %. La vida media en suero es de 0.96 horas. La
concentracién maxima que se obtiene en el suero tras la administracién via
oral de una dosis de 125 mg de clavuldnico es de 4,75 pg/ml. Su excreciéon
se realiza principalmente a través del rifdn y alcanza el 42 % de la dosis

administrada (85},

4 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Streptococcus pneumoniae es un importante patégeno que provoca

meningitis, atitis media (66, 67), bacteriemias y es ademas la causa mas
comun de pneumonias bacterianas (68, 63}). El neumococo, nombre maés
cominmente utilizado para denominar a esta bacteria, esta presente en la
zona superior del tracto respiratorio de ia mayor parte de los individuos sanos
formando parte de la flora habitual.

Es un coco grampositivo que crece en caldo formando largas cadenas
y parejas por lo que en principio también se le denomino diplococo. Cuando
crece en placas de agar sangre, las colonias aparecen rodeadas de un halo
tipico de color verdoso, debido a que producen una hidrélisis parcial de los
eritrocitos adyacentes, denominada alfa-hemdlisis.

Algunas cepas de Streptococcus pneumoniae tienen una capsula
mucosa polisacaridica que rodea a su pared celular y que hace variar la
sensibilidad de esta bacteria a la fagocitosis por parte de las células

fagocitarias del sistema inmune. Las cepas virulentas tienen una capsula
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mayor que Jas cepas no virulentas 1o que las hace mas resistentes a la
fagocitosis por parte de los feucocitos. La inmunidad depende de un
anticuerpo que se une especificamente al polisacarido de la capsula de la
bacteria, es decir, esta capsula es antigénica, pero hay mas de 8b tipos
antigénicos diferentes de pneumococos (70}, y la inmunidad frente a uno, no
protege al huésped frente al otro.

Los neumococos producen una hemolisina, también denominada
neumolisina, que tiene un importante papel en la morbilidad y mortalidad
asociada con la pneumonia causada por esta bhacteria. Ademas producen una
autolisina implicada, en la separacién de las células hijas al final de la division
bacteriana, en la transformacién genética, y en la lisis que se produce en
estas bacterias provocada por los antibidticos B-lactamicos (71}.

Los mecanismos por los que se producen resistencias a los antibioticos

R-lactamicos en S, pneumoniae se deben a la alteraciéon en las dianas del

antimicrohiano, en este caso las PBPs, algunas de estas proteinas pierden
eficacia en la union a estos antibidticos con la consiguiente disminucion en la
efectividad del farmaco. En esta bacteria no se han descrito cepas
productoras de R-lactamasas.

Los neurmnococos pueden clasificarse dependiendo de su sensibilidad
frente a la penicilina, considerandose sensibles las cepas con una CMl igual
o inferior a 0,06 ug/mi, con una resistencia intermedia las cepas que se
encuentran en un intervalo entre 0,1 y 1 ug/ml, y resistentes o altamente
resistentes las que tengan CMI superiores a 1 pg/ml.

Nosotros trabajamos con tres cepas de diferente serotipo (3, 6, 9) y
con diferente sensibilidad a la penicilina.

Las concentraciones de antibi6tico utilizadas para llevar a cabo este
trabajo fueron las concentraciones que se obtienen en diferentes intervalos de
tiempo en el suero de un individuo gue sigue una pauta de administracion

normal, De esta forma el ensayo fue o mas aproximado, en la medida de lo
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posible, a la situacidn real que se produce en el organismo.

5 OBJETIVOS

Los objetivos planteados al realizar este trabajo fueron los siguientes:

1. Determinar comparativamente la eficacia de diferentes
concentraciones de los antimicrobianos estudiados en la eliminacion de S.

pneumaoniae, observando la variaciéon en sus cinéticas de crecimiento.

2. Comparar las diferencias que se establecen entre el estudio de ios
resultados obtenidos con las CMI y los obtenidos con las cinéticas de letalidad

bacteriana.

3. Estudiar la variacién del efecto fagocitico producido por los PMN

sobre S. pneumoniae cuando se administra amoxicilina, amoxicilina/acido

clavulanico, vy cefotaxima. Establecer si existe sinergismo entre los

antibioticos y los PMN en la eliminacién de las bacterias.
4. Observar si la variacion en la sensibilidad del microorganismo a la

fagocitosis y/o muerte intracelular producida por los PMN depende del tipo de

antibiético y del microorganismo.
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1 MATERIALES

1.1 Microorganismos

Los experimentos se realizaron utilizando tres aislados clinicos de
Streptococcus pneumoniae, FJD {61), FJD (86}, y FJD (75) de diferente
serotipo (3, 6, 9 respectivamente) y sensibilidad a penicilina. Todas las cepas
se conservaron en agar sangre (Bio-Merrieux) a 4°C. Cada dos dias se hicieron
subcultivos en medio fresco.

El dia anterior a cada ensayo se prepard un cultivo de la bacteria en
caldo Todd-Hewitt (Difco} v se incubd a 37°C en una estufa de CO, hasta la
manana siguiente, esto es, de 16 a 18 horas. A partir de este cultivo se
obtuvieron las bacterias en fase exponencial de crecimiento. Para ello un
mililitro de este medio se diluyd en matraces con 25 mi de caldo fresco, y se
incubd de 2 a 4 horas a 37°C en un agitador orbital (Lab-line Orbit Environ-
Shaker) a 150 r.p.m. hasta alcanzar una absorbancia, medida con un
espectrofotometro {Hitachi mod. U-1100) a 580 nm, de entre 0,12 y 0,20
dependiendo de la cepa con la que se ensayo, o que se correspondia con
aproximadamente 10° UFC/ml.

El tipo de medio recomendado por la NCCLS para estandarizar los

resultados de las CMI de Streptococcus pneumoniae contiene un 5% de

sangre, pero la gran turbidez que producia ésta, impedia obtener una medida
del nimero de bacterias mediante el espectrofotometro. El crecimiento de la
bacteria en un medio de cultivo mas general, como es el caldo Mueiler-Hinton,
produjo el aclaramiento de éste, por io que tampoco se obtuvo una buena

medida. Finalmente, por estas razones, se optd por el caldo Todd-Hewitt para

llevar a cabo el estudio.
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1.2 Antimicrobianos

Se utilizaron los siguientes antibioticos:

AMOXICILINA suministrada por los laboratorios Smithkline & Beecham,
con una potencia de 845 ug/mg.

CEFOTAXIMA de laboratorios Roussel Uclaf, con una potencia de 942
ug/mg.

ACIDO CLAVULANICO suministrado por Smithkline & Beecham, con
una potencia de 953 uyg/mg.

Las soluciones de antibiéticos se prepararon a partir de antibiético en
polvo valorado, que se disolvié en agua destilada a una concentracion de
10.000 pg/mil, almacenandose en viales a una temperatura de -70°C para su
conservacion hasta su uso.

Para obtener tas concentraciones de antimicrobiano requeridas en cada
caso se diluy6 el contenido de los viales, previamente descongelados, en
tampdn fosfato 0,1 M a pH =6, hasta alcanzar la concentracion necesaria. El

sobrante de ia solucion de antibidtico descongelado se deshechd.

1.3 Azul tripan al 4%

El colorante azul tripan (R.A.L. Ugine-Kuhimann) se diluyé en agua
destilada estéril {4 gramos en 100 ml de agua) y se mantuvo a temperatura

ambiente hasta su uso.

1.4 Gelatina al 1%
En 100 mi de agua destilada estéril se disolvié 1 g de gelatina en polvo

(Sigma, Chemical Company) y se calentd al bafio Maria. Una vez que la

gelatina se habia enfriado y solidificado se conservs en la nevera.
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1.5 Solucién salina equilibrada de Hank {Por litro de agua destilada

estéril).
Sin Ca?' ni Mg?*:

CiNa 8,000 gramos
KClI 0,400 gramos
Na,HPO,.2H,0 0,048 gramos
KH,PQO, 0,060 gramos
Glucosa 1,000 gramos

Efementos adicionales para HBSS completo:

CaCl, 0,140 gramos
NaHCO, 0,350 gramos
MgsS0,.2H,0 0,160 gramos
MgCl,.6H,0 0,100 gramos

Gelatina al 0,1%

1.6 Solucién isoténica de cloruro amédnico (Por 1/2 litro de agua
destilada estéril)

CINH, 4,160 gramos

NaHCO, 0,420 gramos

1.7 Tampén fosfato, 0,1 M

Monofosfato de sodio 0,1 M. 15,6 g de NaH, PO, 2H,0 se diluyeron en
1 litro de agua destilada.

Difosfato de sodio 0,1 M. 14,2 g de Na,HPO, se diluian en 1 litro de
agua.

Para obtener un pH de 6 se mezclaron 87,7 mi de tampdn fosfato

monobéasico y 12,3 ml de tampon fosfato dibéasico.
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1.8 Obtencién, recuento y viabilidad de los feucocitos PMN

1.8.1 Obtencion

Los leucocitos PMN se extrajeron empleando una variacion del método
descrito por Paul Eggleton y cols. (72}, que modificaron el original de
Dioguardi (73) basado, fundamentalmente, en la utilizacién de cloruro
amodnico frio para lisar las células rojas.

La sangre venosa (4 ml) se extrajo de voluntarios sanos en tubos con
EDTA potéasico {1,5 mg/ml) para evitar su coagulaciéon. Posteriormente se
anadio a tubos conicos estériles de poliestireno (Z5mm x 30mm, Soria Greiner
S.A.} que contenian 16 ml de cloruro aménico frio (4°C) a pH 7,2. Después
de mezciar bien, se mantuvo a 4°C durante 15 minutos con gbjeto de lisar los
eritrocitos. A continuacion, se centrifugd a 160g (centrifuga Selecta, mod.
Meditronic} durante 10 minutos. Una vez extraido y deshechado el
sobrenadante, el sedimento se resuspendid en 16 ml de cioruro aménico frio
para volver a repetir el proceso anterior, 15 minutos a 4°C y centrifugacién
durante 10 minutos, esta vez a una velocidad de 55g. Tras la segunda
centrifugacion al sedimento se le anadieron b m| de solucidn salina equilibrada
de Hank {HBSS) sin calcio ni magnesio, manteniendolo en frio hasta tener
preparado el inéculo bacteriano.

Cuando se obtuvo el indculo, se hizo una ultima centrifugacion de los
leucocitos en idénticas condiciones que las realizadas en la segunda

centrifugacion, resuspendiendo el sedimento en 2 mi de HBSS con gelatina
al 0,1 %.

1.8.2 Recuento de los leucocitos

El recuento se realizdé con un microscopio aptico {Nikon, mod S.E.) vy
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una camara Neubauer,

La camara consta de cuatro cuadrantes en la parte superior y cuatro en
la inferior que tienen unas dimensiones conocidas (1,0 mm x 1,0 mm} y una
altura hasta el cubreobjetos de 0,1 mm, es decir, un volumen de 0,1 mm?®.

Contando el nimero de leucocitos que hay en todos los cuadrantes y
haciendo la media para cada uno, se obtendrd un nimero determinado de
leucocitos par cada 0,1 mm?®. En cada mm® habrg 10 veces mas. Por tanto se
multiplica este nimero de leucocitos por 10, para obtener asi los leucocitos
por mm?.

Se considerd un factor de correccion de dilucion, ya que la solucién de
céluilas se diluyd ai 1:10 para hacer el recuento.

De esta forma el nimero de leucocitos/mil, que es al que siempre nos
vamos a referir, serd igual al nimero de leucocitos en cada mm® por 1000:

Leucocitos/ml = Leucocitos/mm® x 10 x 1000

1.8.3 Viabilidad

La viabilidad de los leucocitos se estudié por diferenciacion de las
células tenidas y no tefidas con el colorante azul tripan {(Merck).

Para ello anadimos a un volumen de 0,5 mi de suspension de leucocitos
otros 0,5 mi del colorante al 0,4%. Al cabo de tres minutos se anadié
formaldehido al 10% y contamos en una cdmara Neubauer.

La viabilidad se expresd como tanto por ciento de leucocitos viables,

que presentaban el nucleo no tefiido de azul, respecto del total:

PMNs viables
Porcentaje de células viables = x 100

PMNs viables + PMNs inviables
E! resuitado de la viabilidad medida a! principio y al final del

experimento fue del 98 y 95% respectivamente.
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1.9 Obtencién del suero

El suero se obtuvo dejando coagular sangre venosa de individuos sanos
a temperatura ambiente. Después se retird el coagulo y se centrifug6 a

1.100g durante 20 minutos.

Tras la centrifugacién se almaceno el suero en cantidades de 0,5 mi a -

70°C para su conservacion.

2. METODO

2.1 Concentracién minima inhibitoria {CMI}

Se define CMI de un antibigtico frente a una bacteria como la cantidad
menor de antibidtico, expresada en microgramos ¢ unidades internacionales
por mililitro de medio de cultivo, capaz de impedir el crecimiento visible de

dicho microorganismo después de 18 - 24 horas de incubacion.

2. 2 Determinacién_de la CMI

Se realiz6 mediante el método de macrodilucion en caldo (74).

A partir de los viales almacenados preparamos una solucién de
antibiotico a una concentraciéon determinada, en caldo Todd-Hewitt., Esa
concentracién de partida era la mas elevada de la serie y habria que tener en
cuenta, que dicha concentracién quedaria diluida a la mitad después de anadir
1T mi de indculo bacteriano.

Con una micropipeta afnadimos a un primer tubo de ensayo de una serie

de ellos, 2 ml de la solucion de antibi6tico. Todos los demas tubos de la serie

contaban con 1 mi de caldo.
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A continuacion se cogié 1 ml del primer tubo y lo ahadimos al segundo
gue contaria entonces con un volumen de 2 mi, se agitd con un vortex
(Heidalph Reux 2000}. Se hizo o mismo del segundo al tercer tubo repitiendo
este proceso, y asi sucesivamente hasta llegar al pendltimo tubo, después de
agitar éste cogimos 1 mi y lo desechamos con el fin de que todos tuvieran el
mismo volumen. En el Ultimo tubo de ensayo sélo quedé 1 mi de caldo sin
antibidtico que serviria como control del proceso.

Ya teniamos una serie de tubos en los que el anterior de la serie
contaba con el doble de concentracién de la dilucion de antibiético que el
siguiente, excepto el Gltimo o control.

Cuando los cultivos hacterianos en fase exponencial alcanzaron un
ndmero de 10® UFC/mi (por medida de la absorbancia a 580 nm, como ya se
citd anteriormente), se hizo una dilucién 1:100 en caldo de una alicuota del
cultivo, para asi obtener 10° UFC/ml. Se agregd posteriormente 1 m! del caldo
bacteriano de esta concentracion a cada tubo de ensayo. La concentracion de
antibiético en cada tubo, era la mitad de la que era en principio y la
concentracion de las bacterias afladidas pasaria a 5 x 10° UFC/mi que era el
indculo estandar establiecido por [a NCCLS

Los tubos se incubaron en estufa de CO, (Haereus) de 16 a 20 horas
a 37°C.

El mismo proceso se realizd dos veces para cada antibiotico con cada

microorganismo.

23T . le las | .

Cuando las bacterias en crecimiento exponencial alcanzaban una
concentracion en el caldo de 10° UFC/ml se toman 0.2 ml de esa suspension

y se anaden a un tubo de poliestireno estéril. El volumen final en el tubo era

de 2 ml y se completo con caldo HBSS con gelatina mas un 20 % de suero
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humano normal (0.4 ml}. Estas curvas nos sirvieron como control del proceso.
En otros tubos se anadié 0.4 ml de la solucién de PMN para determinar el
efecto fagocitico y bactericida de estas células. La misma cantidad de caldo
seria restada en dichos tubos. La relacién final de bacterias frente a PMN fue
de 1 a1.

A las bacterias se les anadié una concentracién de antibidtico de 0.5,
2, 4, 8 y 12 ug/mi, estas concentraciones eran las que abtenian en diferentes
periddos de tiempo en el suero de un individuo tras un regimen de dosificacion
normal con los antibidticos ensayados.

Para conseguir la concentracién de antibidtico con la que se trabajo en
cada ensavyo, diluimos fa cantidad de antibiotico necesaria en un volumen final
total de 2 ml de HBSS con gelatina, en los que estaba incluido e} suero y en
algunos casos PMN para determinar el efecto conjunto del fdrmaco y los
neutroéfilos.

En todos los casos los tubos se incubaban en agitacién durante un
periodo de tiempo de cuatro horas a una temperatura de 37 °C. En principio
también se incluyd la toma de una muestra a las 24 horas de empezar el
ensayo pero esta no se ha tenido en cuenta, debido a que en este tiempo se

ve influida por la propia lisis de las cepas de Streptococcus pneumoniae como

asi se observaba en los ensayos control y en otros estudios (75, 76).

De cada tubo de poliestireno se tomaron alicuotas a tiempo O y
posteriormente cada hora hasta el total de las cuatro horas. Las alicuotas se
anadieron a tubos de ensayo con agua destilada estéril para asi lisar los PMN
en los casos en que hubiera. A partir del tubo de ensayo se hicieron diluciones
decimales y un volumen de 20 ul se sembré por triplicado en placas de agar
sangre. Las placas se incubaron a 37 °C durante 20 a 24 horas en una estufa
de CO,. Pasado este tiempo se contod el nimero de colonias y se anotaron ios

resultados.

Para obtener el ndmero de bacterias/ml, las UFC contadas se
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multiplicaban por el factor corrector de la dilucién correspondiente en cada
caso.
Todos estos ensayos se realizaron frente a cada una de las cepas de

Streptococcus pneumoniae dos veces para cada concentracion

antimicrobiana, obteniendo datos por triplicado de cada muestra.

2.8 Calculo estadistico

Los resuitados de este estudio se expresaron como media = el error
estandar de la media. Las comparaciones estadisticas entre los distintos
grupos se realizaron mediante un analisis de la varianza seguido de un test
Newman-Keuls. Se consideré como diferencias significativas cuando la

probabilidad de que las diferencias de los resultados se deban al azar fuera
menor de 0,05 {77).
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1 RESULTADOS

En las tablas de resultados aparecen comparadas las cinéticas de
crecimiento de una cepa de Streptococcus pneumoniae control, frente a 5
concentraciones diferentes de cada uno de los antibidticos estudiados. Los
datos que se muestran son relativos al crecimiento de las bacterias en
presencia y ausencia de PMN. Cada resuitado que se expone es la media del
incremento ( + la desviacién estandar) que se produce cada hora en la cinética
de crecimiento de la bacteria con respecto al tiempo O. Esto es, la diferencia
entre el nimero de bacterias existentes en la hora cuarta, tercera, etc, frente
al nimero de bacterias iniciales. Los datos figuran como logaritmos en base
10 del niumero de bacterias por cada mi, puesto que en ei tratamiento de los
resultados, para no obtener cantidades muy elevadas, se transformaron en
unidades fogaritmicas. Si los datos en cuestion son positivos significa que la
cinética de crecimiento de fa bacteria es ascendente {caracteristica de
controles y bacterias tratadas con poca concentracion de antimicrobiano}. Si
por el contrario son negativos el numero de bacterias esta decayendo, habra
mayor numero de bacterias en el tiempo O que en 10s siguientes, en este caso
la cinética bacteriana es de letalidad.

Esta forma de exponer los resultados es utilizada por la mayaria de los
autores (10, 76, 78). De esta forma sélo nos fijamos en el incremento del
crecimiento, o de ia muerte, que se produce en las curvas estudiadas y
obviamos el inconveniente de tener que examinar el numero inicial de
bacterias ya que las curvas pueden tener despiazados estos puntos iniciales.

En cada tabla aparecen las 5 concentraciones diferentes de
antimicrobiano con las que se trabajé, por lo que se puede comparar
facilmente cuando se producen mayores descensos en la muerte bacteriana,

y a que concentracion de antimicrobiano, o en que tiempo es mayor la
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fagocitosis.

En todos los casos se determind si existia o no diferencia entre (a
cinética de crecimiento de las bacterias que crecian en un medio con PMN y
las que lo hacian en ausencia de ellos, y si esta diferencia era significativa
{p<0,05}.

En las tablas también se sefala el porcentaje de fagocitosis alcanzado
en cada hora del ensayo. Los porcentajes de fagocitosis que se muestran se
refieren al porcentaje de reduccioén del nimero de colonias bacterianas que se
desarrollaron en un medio con PMN frente a las que lo hacian en el mismo
medio sin PMN, ya fueran ambas con o sin antibiético. Estos porcentajes de
fagocitosis son acumulativos, esto es, que en las horas posteriores se tiene
en cuenta la fagocitosis que se ha producido en el tiempo anterior.

En la evaluacion de los resultados se estudié el posible efecto sinérgico
del antibi6tico junto con los PMN en ia eliminaciéon de bacterias. Se consider6
que presentaban efecto sinérgico, si {a suma de!l efecto provocado por el
antimicrobiano mas el causado por los PMN cuando intervenian por separado
era menor que el efecto causado por ambos cuando actuaban de forma
conjunta.

También se exponen graficas con las cinéticas de crecimiento de los
neumococos. Los puntos de estas graficas también se expresan como
logaritmos en base 10 del nimero de bacterias por mi y permiten observar de
una forma mas visual que las tablas el crecimiento o muerte de las bacterias.

En ocasiones se ha sefalado otro modo de exponer los resuitados
examinando las areas que quedan bajo la curva de crecimiento o letalidad que
describe la cinética bacteriana, a partir de la integracion de dicha curva.
Aunque este método de analizar los resultados es una posible alternativa, hay
que tener en cuenta, como ya hemos mencionado anteriormente, que estos
datos son dependientes del punto de inicio de las curvas y si tenemos graficas

con diferentes puntos iniciales, estos quedarian recogidos en las areas bajo

41



Resuitados

la curva como diferencias entre estas gréaficas, cuando en realidad tan sé6lo

son diferencias en su punto inicial.
2. CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS

En Ia tabla 1 se recogen las CMIs obtenidas para las 3 cepas de S.

pneumoniae frente a cada uno de los antibidticos con los que se realizé el

ensayo.

3 EFECTO DE LOS PMN, LOS ANTIBIOTICOS Y EFECTO CONJUNTO
SOBRE S. PNEUMONIAE.

3.1 Estudio del serotipo 3 de $. pneumoniae.
3.1.1 Efecto de los PMN

En ia tabla 2 se observa la evolucion de las cinéticas de crecimiento de

una cepa sensible a penicilina de Streptococcus pneumoniae tratada con

concentraciones crecientes de amoxicilina y los respectivos controles sin
antibidtico. No se hallaron diferencias significativas entre las bacterias que
crecian junto con PMN y las que no lo hacian (p <0.05b). En este (ltimo caso
ios PMN no se mostraron eficaces, por si mismos, en la eliminacién de este

serotipo 3 de S. pneumgniae.

3.1.2 Efecto de amoxicilina

E! crecimiento bacteriano fue negativo con concentraciones de 0,5
pg/mi de amoxicilina {tabla 2). Aunque la concentracidn de antibiético era
escasa, esto ya suponia un incremento de aproximadamente unas 16 veces
la CMI para esta cepa sensible a penicilinas, de forma que las bacterias
comenzaban a morir desde el mismo momento en que eran incluidas en el

medio con el antibidtico.
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La disminucién del nimero de bacterias iba siendo progresiva segun
aumentdbamos la concentracién de antimicrobiano, alcanzandose la menor
cifra de UFC/ml a 8 v 12 ug/ml (fig. 1). Parecia existit una concentracion-
dependencia en la eliminacién de las bacterias por parte del antibiético, hasta

llegar a 8 ug/ml.

3.1.3 Efecto conjunto de amoxicilina y PMNs

Observando las tablas y curvas en las que se incluian PMN en el medio
(tabla 2, fig. 2}, se comprobd que también disminuia el nimero de bacterias
segln aumentaba ia concentracidn de antibidtico. Pero el mayor porcentaje
de fagocitosis se consigui6, sin embargo, con 0,5 pug/mi de amoxicilina. No
advirtid, por tanto, una relacién entre la concentracién antibidtica y la
fagocitosis

En todas las concentraciones se producia un efecto sinérgico entre
antibidético y PMN que como acabamos de ver, era mayor a 0,5 yg/mi,
representado por esta mayor tasa de fagocitosis. En este caso, los efectos
bactericidas de PMN y antimicrobiano por separado eran menores gque su
efecto conjunto.

La fagocitosis se consiqui6, sobre todo, durante la primera y la sequnda
horas dei ensayo. Luego ya existia poca fagocitosis y en algunos casos no la
habia.

3.1.4 Efecto de amoxicilina/acido clavulanico

En la tabla 3 y fig. 3 se observa la evalucidn de la letalidad de S.
pneumoniae tratado con amoxicilina-acido clavuldnico. Seglin se aumenté la
dosis de fa combinacién antibidtica la letalidad de la bacteria aumentaba. Con
concentraciones de 0.5-0.1 yg/mi la curva marcdéd un inclinado descenso, al

igual que ocurria con el tratamiento a la concentracién maéas baja de

amaoxicilina,
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Segun se afladia antibiético al medio el nimero de bacterias disminufa
aunque no en relacion directa con la concentracién antimicrobiana y se detuvo

al final del ensayo al igual que ocurria en el caso de amoxicilina.

3.1.5 Efecto conjunto de amoxicilina/acido clavulanico y PMNs

El efecto conjunto de los PMN vy el antibiético hizo disminuir
progresivamente el numero de microorganismos y al igual que en el caso
anterior existioé sinergismo en todas las concentraciones ensayadas {tabla 3,
fig. 4). En este caso los mayores porcentajes de fagocitosis y muerte
bacteriana se presentaban con una dosis de 8 wg/mi, aunque ya a una
concentracion de 4 yg/mi se ohservaban unos porcentajes similares y a partir
de ese punto la fagocitosis no se incrementé mucho. Tanto en un medio con
PMN como cuandc no existian estos, el nimero de bacterias se seguia
reduciendo segun se aumentaba la concentraciéon antimicrobiana hasta que
alcanzamas 8 pyg/mi.

La fagocitosis no tuvo transcendencia después de la segunda hora del
tratamiento puesto que los porcentajes de fagocitosis no continuaban
elevdndose después de esta hora.

Para comparar este resultado con el efecto producido por amoxicilina,
se puede decir que, en general, los porcentajes de fagocitosis eran mas altos
en el caso anterior, excepto en la hora primera del ensayo. De igual forma, las
cinéticas de letalidad bacteriana en presencia de PMN eran algo mas bajas con
amoxicilina, donde al final del ensayo se conseguia, con casi todas las
concentraciones de antibidtico utilizadas, unos niveles menoares de bacterias.
Aunque estas diferencias no eran muy imporiantes.

En este caso la combinaciéon antimicrobiana sin PMN consiguid unos
niveles de bacterias similares a ta amoxicilina sola, aunque el sinergismo

producido con el sistema inmune era mayor con amoxicilina.
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3.1.6 Efecto de cefotaxima

La disminucién del niimero de bacterias que se produjo con cefotaxima
era elevada, se producia durante todo el ensayo y de forma progresiva al
aumentar la concentraciéon de antibidtico, aunque la reduccion no fue tan

grande como la que provocé amoxicilina ni la unién de amoxicilina-clavulanico
(tabla 4, fig. b).

3.1.7 Efecto de cefotaxima y PMNs

La cinética de letalidad bacteriana evolucionaba de forma mas rapida
en presencia de leucocitos PMNs, el nimero de bacterias se reducia
significativamente {p <0,05) respecto a cuando no se afadian al medio los
PMN. Sin embargo los porcentajes de fagocitosis eran escasos y en la primera
hora de ensayo, en general, no se observd sinergismo. En horas posteriores
si aparecio este fendmeno, aungue no tuvo la importancia que con el
antibidtico anterior.

Al igual que ocurrié con amoxicilina, la mayor fagocitosis y muerte
intracelular se consiguid con concentraciones bajas de antimicrobiano, en

concreto, en este caso fue a la concentracién de 2 yg/ml (tabla 4, fig 6).

3.2 Estudio del serotipo 6 de 8. pneumoniae

3.2.1 Efecto de los PMNs

El serotipo 6 de pneumococco, a diferencia del serotipo anterior, era
sensible al ataque por parte de los PMN y del suero humano. Hay diferencias
estadisticamente significativas {p <0,05), entre el crecimiento de las bacterias
control y las que se expusieron al ataque de los PMN. Esta diferencia fue muy
elevada, alcanzandose el maximo porcentaje de fagocitosis, un 60 %, en fa
cuarta hora de ensayo (tabla 5). El serotipo 6 de S, pneumoniae fue la cepa

que mas facilmente era eliminada por los PMN.
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3.2.2 Efecto de amoxicilina

El nimero de bacterias se redujo progresivamente hasta aicanzar la
concentracién de 8 wpg/mi de amoxicilina. Con dosis superiores de
antimicrobiano la reduccion de microorganismos durante la segunda vy tercera
hora de ensayo era practicamente similar a la que se habia obtenido con ia

concentracion de 8 yg/ml, estabilizandose el nimero de bacterias (tabla 5, fig.
7).

3.2.3 Efecto de amoxicilina y PMNs

En la figura 8 observamos como el efecto de amoxicilina y los PMN
hacian disminuir el numero de bacterias de forma rapida y sin limite, en todas
las concentraciones de antibidtico utilizadas. Aunque los porceniajes de
fagocitosis también fueron muy elevados durante todo el ensayo (tabla 5),
llegaron a estabilizarse, puesto que después de 4 yg/mi no se incrementaban
dichos porcentajes.

A diferencia de lo que ocurria con la cepa sensible, en el caso del
serctipo 6 la fagocitosis era mas homogénea durante el tiempo que durd el
ensayo y no s6lo se producia en las dos primeras horas, aunque era realmente
en la primera hora cuando tenia lugar la maxima fagocitosis. También se
puede hablar de una homogeneidad de la fagocitosis en cuanto a la
concentracion de antimicrobiano.

Del sinergismo existente entre los PMN y amoxicilina, cabe decir, que
en esta cepa era muy elevado, y se producia durante todo el tiempo que
duraba el ensayo y para todas las concentraciones.

Un hecho importante que merece la pena resaltar es que a la menor
concentracion de antibiético ensayada (0.5 yg/ml) se producia un crecimiento
en la cinética bacteriana, pero si tenemos en cuenta la misma concentracién

en presencia de PMN la cinética bacteriana era de letalidad.
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3.2.4 Efecto de amoxicilina/acido clavulénico

La reduccién del nimero de colonias comenzaba en 0.5 gg/ml, aunque
no era una disminucién demasiado grande (fig. 9), puesto que nos
encontrdbamos en valores cercanos a la CMI. Esta reduccion continud
produciéndose con todas las concentraciones ensayadas, de tal forma que
cuanto mayor era la dosis de antibiético, menor era el nimero de bacterias
{tabla 6).

La amoxicilina, en esta cepa de resistencia intermedia, consiguio
disminuir mas bacterias que la combinaciéon amoxicilina-acido clavulanico {(ver
las concentraciones 8 y 12 ug/ml vy a la tercera y cuarta hora de ensayo).
Estos niveles parecen ser los maximos que pueden conseguirse, ya que con
esas dosis la respuesta se estabilizaba. Por otra parte, fuera de estos puntos,

la amoxicilina-clavulanico actuaba de forma mas potente.

3.2.5 Efecto de amoxicilina/acido clavulanico y PMNs

Para todas las dosis existio un aumento de la fagocitosis significativo
respecto a las bacterias que crecieron sin PMN {p <0,05).

Las cinéticas de crecimiento en presencia de PMN fueron inferiores con
amoxicilina sola que en este caso, excepto a la concentracién de 0.5 ug/mi
(fig. 10). De igual forma, los porcentajes de fagocitosis y muerte intracelular
aun siendo elevados, eran menores que los observados con amaxicilina (tabla
6}.

Al igual que en casos anteriores también se observo sinergismo entre

los PMN mas amoxicilina y clavulanico, en ia eliminacion de esta cepa de

STTG‘QIOCOCCUS Qneumoniae.

3.2.6 Efecto de cefotaxima
En este experimento la reduccién del ndmero de bacterias se conseguia

a partir de concentraciones de 2 yg/ml y superiores, aunque con PMN, ya
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desde 0.5 ug/mi las bacterias entraban en una fase de muerte, efecto similar
al que se produjo con amoxicilina (tabla 7, fig. 11). Con concentraciones

mayores de antimicrobiano encontrédbamos una elevada y rapida disminucion

del nimero de microorganismos.

3.2.7 Efecto de cefotaxima y PMNs

Cuando existan PMN en el medio de cultivo se obtuvo una reduccién
del nimero de neumococos significativamente mayor (p <0,05}, que cuando
no los anadimos.

Los porcentajes de fagocitosis aunque fueron ligeramente mas bajos
eran muy Similares a los obtenidos para amoxicilina (tabla 7, fig. 12).

Con esta cepa de serotipo 6 se consiguid una gran fagocitosis durante
todo el ensayo y con todos los antimicrobianos utilizados. El porcentaie mayor
de fagocitosis para cefotaxima se obtuvo con la concentracion de 4 ug/ml.

En todos los tiempaos y concentraciones estudiados pudo observarse un

efecto sinérgico entre antibiotico y PMN en la eliminacion de las bacterias.

3.3 Estudio del serotipo 9 de 8. pneumoniae

3.3.1 Efecto de los PMNs

La cepa de pneumococco de serotipo 9 era sensible al ataque por parte
de los PMN (tabia 8}. En el caso de las bacterias control la fagocitosis fue
significativa {p<0.0b} a partir de la segunda hora de ensayo, aunque los

porcentajes de fagocitosis que se obtuvieron fueron muy pequenos.

3.3.2 Efecto de amoxicilina

Con 2 uyg/ml de amoxicilina la cinética de crecimiento de la bacteria era
ascendente, por lo que esta concentracién antibidtica no fue suficiente para
eliminar las bacterias ni para detener su crecimiento. Sélo a partir de 4 ug/ml

comenz¢ a reducirse el namero de bacterias, esta reduccion era mayor cada
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vez que aumentabamos fa concentracién de amoxicilina (tabla 8, fig. 13).

3.3.3 Efecto de amoxicilina y PMNs

Al igual que ocurria cuando no se anadieron neutréfilos en el caldo de
cultivo, con PMN y a concentraciones bajas, la cinética no era de letalidad
(fig. 14).

l.a fagocitosis y muerte intracelular a concentraciones de 0.5 ug/ml
seguia siendo pequena (so6lo era significativa, p<0,05, a partir de la segunda
hora), y no era hasta la siguiente concentracion ensayada, cuando se
obtuvieron niveles mas altos.

No se produjo sinergismo con esta concentracion de 0.5 yg/mi, aunque
si aparecid con concentraciones mayores.

Los porcentajes de fagocitosis se incrementaron con (a concentracion
y también con el tiempo que durd el ensayo, esto es, en la mayoria de los

casos aun se producia fagocitosis en 1a hara cuarta (tabla 8).

3.3.4 Efecto de amoxicilina/acido clavulanico

Enla figura 15 observamos las curvas de crecimiento de S. pneumoniae
en presencia de la combinacién antimicrobiana amoxicilina mas &cido
clavuianico. lgual que en el caso anterior las cinéticas bacterianas fueron
ascendentes hasta llegar a 4ug/ml. Se produjo una disminucién mas rapida del
nimero de bacterias que ia que se producia con amoxicilina solfa (o un
crecimiento mas lento en el caso de que las curvas fueran ascendentes). En
este caso se consiguid un efecto sobre el crecimiento bacteriano mas rapido
con la combinacién amoxicilina-acido clavulanico que sclamente con

amoxicilina, aunque en ambos casos la CMI fuera igua! (tabla 9).

3.3.5 Efecto de amoxicilina/acido clavulanico y PMN

Cuando existian PMN en el caldo (tabla 9, fig. 16) y con
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concentraciones de 2 wpg/ml la cinética bacteriana disminuy6. Los PMN
colaboran con el antibiético en la eliminacién de las bacterias logrando
cambiar la marcha ascendente de la cinética de crecimiento bacteriana por
una descendente o de letalidad. En todos los casos existian diferencias
significativas {p < 0,05) entre las cinéticas de crecimiento de las bacterias que
crecieron sin neutrdfilos y las que lo hicieron en presencia de ellos.

También se observarondiferencias entre ambos antibidticos, favorables
a la combinacién antimicrobiana, cuando se anadian PMN al medio de cultivo.

Los porcentajes de fagocitosis eran menos homogeneos que los
obtenidos con amoxicilina, y salvo en ocasiones puntuales donde habia ligeras
fluctuaciones como ocurria en la concentraciéon de 2 yg/ml, estos porcentajes
iban aumentando con la concentracion.

En periodos de tiempo largos, como en el t=4, y con cantidades
grandes de antimicrobiano apenas variaba la fagocitosis respecto a tiempos
y dosis anteriores. Esta respuesta fagocitica era mayor para el caso de la
amoxicilina. Salvo en estas situaciones la combinacién antibidtica ofrecia una
mejora en la eliminacion de esta bacteria frente a amoxicilina en solitario.

El sinergismo era patente a lo largo de todo el ensayo.

3.3.6 Efecto de cefotaxima

En la tabla 10 se observa la evolucién de la cinética de pneumococco
tratado con cefotaxima. Hasta una concentracion de 0.5 yg/mi la evolucion
fue positiva, a partir de 2 gg/ml el nimero de bacterias descendié. Con dosis
bajas de antibiotico (0.5 y 2 yg/ml), cefotaxima actuaba mejor que amaoxicilina
y que amoxicilina/clavulanico frente a esta cepa de $S. pneumoniae.
Posteriormente la eliminacién bacteriana se equilibraba y con dosis elevadas

cefotaxima perdia eficacia (fig. 17}.
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3.3.7 Efecto de cefotaxima y PMNs

E! estudio de la evolucidn del nimero de bacterias en presencia de
antibiotico y PMN confirmé que los neumococos disminuian su nuimero a
partir de 2 pg/ml, igual que en el caso anterior sin neutré6filos, pero ahora
descendiendo de forma més rdpida (tabla 10, fig. 18).

La fagocitosis era significativa (p<0,05) en todos los tiempos y a
todas las concentraciones ensayadas. Los porcentajes de fagocitosis no
fueron tan altos como en el serotipo 6, aunque si eran elevados, y se situaron
en torno al 90 % en las dos ultimas horas de ensayo y a las concentraciones
de 0.5, 2 vy 4 ug/ml.

En comparacion con amoxicilina, habria que indicar que mientras esta
actuaba mejor con dosis altas (a partir de 8 yg/ml), la cefotaxima presentaba
mayores porcentajes de fagocitosis con concentraciones bajas.

En todas las dosis se observo un efecto sinérgico.

3.3.8 Efecto sinérgico
El efecto sinérgico establecido entre fos PMN vy los antibidticos, en la
eliminacion de las bacterias, que comentamos a lo largo de esta exposicién

se muestra en las tablas 11 - 13. Los resultados son los que obtuvimos en la

hora cuarta de ensayo.
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Figuras y tablas

Tabla 1. Concentraciones minimas inhibitorias de los antibioticos utilizados en este estudio
frente a las tres cepas de Streptococcus pneumponiae.

AMOXICILINA AMX/CLV CEFOTAXIMA
SEROQTIPO 3 0.03 0.03 I 0.03
SEROTIPO 6 0.25 0.256 0.12
SEROTIFQO 9 2 2 2
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Tabla 2. Diferencias entre sl tiempo t y t=0 en el log,, del nimero de bacterias viables
{medias + D.E.} v porcentajes de muerte fagocitica de Streptococcus pneumoniae (serotipo 3)
control y tratadas con PMN y con las concentraciones de amoxicilina expresadas en la tabla.

TIEMPO (h} ][ l[ I' 3 “ 4
0.52+0.15 0.85+0.18 1.12+0.15 1.45+0.29
—|
cp —} 0.45+0.11 0.78+0.18 1.11+£0.07 1.38+0.16
% FAGQOC, q 14.89 14.89 2.28 14.89 |
0,5 -0.93+0.08 -1.20+0.04 -1.79+0.08 -2.15+0.05 F
05P l -1.8120.01 -2.44 +0.04 -2.90+£0.04 -3.32+0.04
% FAGQC. ‘ 86.82 94.25 92.24 93.24
2 -1.26 +£0.05 -1.72+0.0% -2.32+£0.09 -2.65+0.12
2P { -1.54 +0.02 -2.93+0.06 -3.22+0.02 -3.49+0.04
% FAGOC. ‘ 47.52 93.84 87.41 85.55
4 -1.29+0.01 -1.76+0.10 -2.38+0.02 -2.78+0.12
] 4 P ] -1.70+0.01 -2.85+0.04 -3.19+0.08 -3.50+0.01
l % FAGOC. ] 61.10 93.54 84.51 80.95
———— 7
-1.16+0.01 -1.73+0.01 -2.83+0.07 -3.21 20
I -1.62+0.02 -2.52+0.11 -3.56+0.03 -4.15+0.01
% FAGQC. q 65.33 83.78 81.38 88.52
-1.23£0.01 -2.05+0.01 -2.86+0.04 L-3.2010.05
12 P -1.77+0.03 | -2.88+0.03 -3.61+0 -4.19+0.01
% FAGOC. 71.16 i 85.21 82.22 89.77
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Tabla 3. Diferencias entre el tiempo t v t=0 en ¢l log,, del nimero de bacterias viabies
{medias + D.E.) y porcentajes de muerte fagocitica de Streptocogcus pneumoniae (serotipo 3}

control y tratadas con PMN y con las concentraciones de amaoxicilina-ac. clavulanico expresadas

en la tabla.

I

TIEMPO (h) “ " 2 lr 3 Ir 4

] 0.52+0.15 0.85+0.18 1.12£0.15 1.45+0.29
ce | o4sz011 0.78+0.18 1.11+0.07 1.38+0.16

[ % FAGOC. | 14.89 [ 14.89 2.28 14.89
0,5/0,1 1.16+0.16 15740.04 | 1.97+0 -2.31+0.03
0,5/0,1 P ] -1.73+0.19 -2.06+0.08 -2.39+0.06 -2.82+0.04

% FAGOC. ] 73,09 69.10 61.98 69.10
2005 -1.13+0.01 -1.64+0.06 2142003 | -2.50%0.04
2/0.5 P -1.67+0.09 -2.27+0.11 -2.89+0.07 -3.20+0.19

% FAGOC. 71.16 76.56 82.22 81.80
__4an_ J -1.33:0.04 -1.73+0.06 -2.47+0.09 -2.90+0.13
41 P l -2.08+0.02 -2.63+0.03 -3.31+0.04 -3.56+0.10

| % FAGOC. 1 82.22 87.41 85.55 78.12
8/1,5 1.47+£0.04 -2.09+0.09 -2.76+0.04 -3.19+0.08
8/1,5 P ’ -2.31+0.01 -3.05+0.03 -3.58+0.04 -3.90+0.10

% FAGOC. 1 85.55 89.04 85.21 80.50
| 12125 -1.5320.01 -2.23+0.03 -2.66=0.07 -3.25+0.05
12/2,5 P -2.08+0.03 -2.99+0.03 -3.49 0.0 -4.06 £0.06

% FAGOC. 71.82 82.62 85.21 84.21
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Tabla 4. Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el log,, del nimero de bacterias viables
(medias + D.E.) y porcentajes de muerte fagocitica de Streptococcus pneumaoniae {serotipo 3)
control y tratadas can PMN vy con las concentraciones de cefotaxima expresadas en la tabla.

TIEMPO {h) ][ 1 " 2 J[ 3 Jr 4 L
= = o 1
C ] 0.52+0.15 0.85+0.18 1.12+0.15 1.45+0.29
cp J 0.45+0.11 0.78+0.18 1.11+£0.07 1.38+0.16
1~
% FAGOC. ] 14.89 14.89 2.28 14.89
E— e
0,5 -0.12+0.04 -0.60 +0.06 -1.23+£0.11 -1.79+0.02
0,5P ] -0.25+0.05 -0.91+£0.09 -1.65+0.13 -2.10+0.09
l % FAGOC. ] 25.87 51.02 61.98 51.02 L
2 -0.33+0.14 -0.79+0.04 -1.46+0.03 -1.96+0.02
I 2P ] -0.40+0.15 -1.1840.29 -1.98+0.32 -2.62+0.29
% FAGOC. 1 14.89 59.26 69.80 78.12
r_ -~ — - -
4 -0.51+0.04 -0.97+0.06 -1.54+0 -2.13+0.04
4p l -0.59+0.06 -1.19+0.13 -2.00+0.16 -2.64+0.16
I
% FAGOC. | 16.82 39.74 65.33 69.10
8 -0.55+0.03 -1.05+0.04 -1.69+0.16 -2.24+0.17
8P 1 -0.69+0.13 -1.23+0.13 -1.88+0.28 -2.63+0.26
[ I~
% FAGOC. ] 27.56 33.93 48,71 59.26
12 -0.68+0.01 -1.16+0.02 -1.82 +0.03 -2.48+0.06 .‘
12 P -0.83+0.10 -1.44:0.10 ) 214003 | -2.82+0.04
% FAGOC. 29.21 47.52 52.14 54.29
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Tabla 5. Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el log,, del nimerc de bacterias viables
{medias + D.E.} y porcentajes de muerte fagocitica de Streptococcus pneumoniae {serotipo 6)

control y tratadas con PMN y con las concentraciones de amoxicilina expresadas en la tabla.

:
TiewPo m | b= 1 s 1
) T S
} C I 0.59+0.36 1.24+0.26 1.91+0.19 2.19+0.07
'-'*'-___'_"_ _‘
l cP l 0.30+0.36 0.90 +0.38 1.52 +0.50 1.79+0.35
| % FAGOC. | 48.71 54.29 59,26 60.19
0.5 -0.02 +0.02 0.28+0.03 0.49+0.11 0.63+0.03
0,5P | :0.76 £0.10 1.16+0.15 -1.53+0.16 1.86+0.19
P — )
% FAGOC. | 81.80 96.29 99.02 99.67
2 -0.46 £0.02 1.03+0.04 1.46+0.16 1.81+0.14
2P l 2174012 -3.36+0.19 -3.79+0.11 -4.22+0.10
% FAGOC. l 98.05 99.53 99.53 99.61
4 -0.57+0.03 -1.15+0.03 -1.62+0.01 .2.00+0.04
ap -2.41 +£0.04 -3.61+0.08 -4.23+0.08 4.73+0.23
__% FAGOC. | ___ 9856 99.65 99.76 99.81
8 -0.53+0.06 -1.53+0.03 -2.50+0.08 -3.44+0.15
8P I -2.70+0.06 -3.78+0.09 -4.49+0.11 *
% FAGOC. l 99.32 | 99.44 98.98
12 -0.74+0.04 11.60+0.08 l -2.55+0.01 -3.48+0.04
12 P -2.67+0.01 -4.38+0.17 -4.84+0.15 .
% FAGOC. 98.83 99.83 99.49

* Datos fuera de escala.
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Tabla 6. Diferencias entre el tiempo ty t=0 en &l log,, del nimero de bacterias viables
{medias = D.E.) y porcentajes de muerte fagocftica de Streptococcus pneumoniae (serotipo 6)
control y tratadas con PMN y con las concentraciones de amoxicilina-ac. clavulanico expresadas

en la tabla.

TIEMPO (h) || 1 " 2 ll 3 || 4
c ! 0.59+0.36 1.24+0.26 1.91+0.19 2.19+0.07
]

ce | o030:036 0.90+0.38 1.52+0.50 1.79+0.35

% FAGOC. 48.71 54.29 59.26 60.19
0,5/0,1 -0.374£0.06 -0.56+0.09 -0.730.07 -0.96+0.04
0501p || -1.02:006 -1.567+0.13 -2.20+0.11 -2.62+0.10

% FAGOC. | 77.61 90.23 96.61 97.81
2/0,5 -0.73+0.03 -1.26:0.03 -1.75+0.04 -2.13+0.09
205P || 1352006 -2.13+0.09 -2.89+0.12 -3.57+0.23

% FAGOC. | 76.01 85.88 92.76 96.37
an -0.95+0.04 -1.49£0.02 -1.93+0.06 -2.32+0.06
4/1 P -1.74+0.08 -2.71+0.06 -3.60+0.01 4.11£0.11

% FAGOC. 83.78 93.97 97.86 98.38
8/1.5 -1.11£0.02 -1.65+0.13 -2.25+0.14 -2.69+0.15
8/1.5 P -2.00£0.09 -2.95+0.13 -3.85+0.13 -4.43+0.19

% FAGOC, 87.12 94.99 97.49 98.18
12/2,5 -1.11+0.04 -1.88+0.03 -2.45+0.06 -2.99+0.14
12/2,5 P -2.04 +0.01 -3.17£0.08 -4.08+0.10 -4.69 £0.07

% FAGOC. 88.25 94.87 97.66 98.01
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{medias + D.E.) y porcentajes de muerte fagocitica de Streptococcus pneumoniae {serotipo 6)

Tabla 7. Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el log,, del nimero de bacterias viables

control y tratadas con PMN y con las concentraciones de cefotaxima expresadas en la tabla.

TIEMPO {h) ql'

N

T
C ] 0.59+0.36 1.24+0.26 1.91+0.19 2.19+0.07
CP ] 0.30+0.36 0.90+£0.38 1.52+0.50 1.79+0.35
% FAGOC, 7 48.71 54.29 59.26 60.19
0,5 0.30+0.03 0.58+0.0% 0.81 0.1 0.81+0.09
05P l -0.46 +0.09 -0.86+0.14 -1.11+£0.02 -1.36+0.04
% FAGOC. I 82.62 96.37 98.80 98.32
2 -0.15+£0.09 -0.77 £0.06 -1.74+0.01 -2.51+0.12
2P I -0.99+0.04 -2.55+0.03 -3.31+0.09 -3.60+0.16
% FAGQC. ' 85.55 98.34 97.31 91.87
4 -0.78+0.05 -1.44+£0.13 -2.22+:0.01 -2.72+0.11
4 p | -1.89+£0.11 -3.69+0.15 -4.28+0.09 -4.85+0.04
L % FAGOC. ‘ 92.24 99.44 99.13 99.26
8 -0.91+0.04 -1.89+0.06 -2.44 +0.04 -2.80+0.18
I 8P l -1.91+0.02 -3.75+0.11 -4.28 +0.04 -4.94+0.01
l % FAGOC. ‘ 90.00 98.62 98.56 96.69
12 -0.85+0.01 -1.77+0.03 -2.43+0.04 -3.04 £0.09
12 P -1.87+0.02 -3.87 +0.06 -4.35+0.11 -4.96+0
\_ % FAGOC. 90.45 99.21 a8 .80 98.80
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Tabia 8. Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el log,, del nimero de bacterias viables

{medias + D.E.} y porcentajes de muerte fagocitica de

S

reptococcus pneumonia

control vy tratadas con PMN vy con las concentraciones de amoxicilina expresadas en la tabla.

e (serotipo 9)

] TIEMPO (h) lr

N

|

2 3 II 4
C l 0.80+0.08 1.50+0.15 2.02+0.16 2.34+0.07
ce ] 0.72+0.24 1.36+0.06 J 1.92+0.156 2.23+0.12
% FAGOC, l 16.82 27.56 20.57 22.38 |
0.5 0.71+0.08 1.35+0.09 1.80+0.04 1.83+0.07
05P ] 0.66 +0.06 1.22+£0.11 1.59+0.06 1.57+0.17
% FAGOC. | 10.88 25.87 38.34 B j5£5
T i Ea— Ea— T
2 0.29+0.02 0.72+0.05 0.98+0.17 1.20+£0.23
2P l -3.05+0.02 0.08£0.02 0.29+0.04 0.76 £0.23
% FAGOC. ] 54.29 77.09 79.58 £3.69
4 -0.10+0.04 -0.60+0.03 -1.08+0.02 -1.27+0.08
4P | -0.33x0.03 -1.07+0.086 -1.74+£0.01 -2.27+0.01
% FAGOC, l 41.12 66.12 78.12 90.00
8 -0.40+£0.04 -0.71+:0.04 -1.20+0.05 -1.34£0.01
8P | -0.79+£0.05 -1.57+0.06 -2.45+0.06 -2.95+0.04
% FAGOC. —l 59.26 86.20 94.38 97.43
12 -0.46 +0.04 -0.94+0.04 -1.37+0.04 -1.66+0.06
12 P -0.97+0.02 -2.15+0.03 -2.98+0.0% -3.29+0.03
% FAGOC, 63.10 93.84 97.55 97.66
i
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Tabla 9, Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el log,, del nimerc de bacterias viables
imedias + D.E.} vy porcentajes de muerte fagocitica de Streptococcus pneumoniae (serotipo 9)
control y tratadas con PMN y con las concentraciones de amoxicilina-Ac. clavulanico expresadas

en la tabla.
[
TIEMPO {h} " 1 __l 2 3 ll 4
C ] 0.80+0.08 1.50+0.15 2.02+0.16 2.341+0.06
CP ] 0.72+0.24 1.36+0.06 1.92+0.15 2.23+0.12
-]
I % FAGOC. ] 16.82 27.56 20.57 | 22.38
0,5/0,1 0.10+0.02 0.53+0.05 1.14+0.06 1.46+0.01
0,5/0,1P I -0.47+0.25 -0.34+£0.09 -0.10+0.11 0.30+0.07
% FAGOQC. l 72.46 86.20 94.11 93.08
20,5 -0.30+0.18 0.15+0.04 0.29+0.04 0.28+0.13
205 P ' -0.52 +0.15 -0.56 +0.07 -0.65 £ 0.01 -0.96 +0.05
= | 2
% FAGOC. ] 67.64 80.05 88.25 94, 11
471 -0.43+0.17 -1.20+0.09 ~1.93+0.03 -2.40+0.12
A1 P ‘ -1.10+0.04 -2.22+0.13 -3.25+0.11 -3.66+0.32
% FAGOC. | 78.62 90.45 95.21 94 .51
81,5 -0.94+0.32 -1.76+0.25 -2.33+0.24 -2.56+0.14
8/1,5P 1 -2.24+0.24 -3.10zx0 -3.63+0.07 -3.80+0.11
% FAGOC. ‘ 94.99 95.43 94.99 93.97
12/2.,5 -1.33+0.08 -1.96x0.04 -2.57+0.07 -2.77+0.06
12/12.5 P -2.73+0.18 -3.83+0.15 -3.79+0.03 -4.06+0.03
% FAGOC. 96.02 97.31 93.97 94 .87
b
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Tabla 10. Diferencias entre el tiempo t y t=0 en el log,, del nimero de bacterias viables

(medias + D.E.) v porcentajes de muerte fagocitica de Streptococcus pneumoniae (serotipo 9)
control y tratadas con PMN vy con las concentraciones de cefotaxima expresadas en la tabla.

TIEMPQ (h) I |r lr II

| 0.80+0.08 1.50+0.15 2.02x0.16 2.34+0.07
cep | 0.72+0.24 1.36+0.06 1.92+0.15 2.23+x0.12

r % FAGOC. ‘ 16.82 27.56 20.57 ’_ 22.38
0.5 0.50+0.03 1.00+0.09 1.34+0.12 1.51+0.20
5P -0.13+0.03 0.03+0.06 0.31+0.18 3.63+0.33

% FAGOC. | 76.56 89.29 90.67 89.53
2 -0.13+£0.04 -0.48+0.01 -0.63x0.11 -1.07+0.18
2P -0.62 +£0.03 -0.96+0.04 -1.43+0.10 -2.01+0.30

% FAGOC. 67.64 66.89 84.15 88.52
4 -0.16+£0.01 -0.64 £0.07 -0.96 +0.04 -1.34+0.18
4 p ] -0.86+£0.08 -1.46+0.06 -1.72+0.11 -2.37x0.30

% FAGOC. ] 80.05 B4.86 82.62 90.67

- — —

8 -0.20+0.02 -0.56+0.01 -0.96+0.03 -1.37+£0.05
8FP I -0.77+0.14 -1.36 =0.01 -1.76+0.11 -2.25+0.08

% FAGOC. l 73.08 | 84.15 83.78 86.32
12 -0.51+0.10 -0.88+0.10 -1.21+0.08 -1.62+0.08
12 P -0.82+£0.06 -1.54+0.10 -1.96+0.10 -2.49+0.18

% FAGOC. 51.82 78.12 82.22 86.21
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Tabia 11. Efecto de la actividad antimicrobiana de amoxicilina, amoxicilina/clavulénico v
cefotaxima por si solas vy en combinacion con PMN en la eliminacién det serotipo 3 de
Streptococcus pneumonige. Las resultados se expresan como medias (+ D.E} en la reduccién del
numera de bacterias viables {Log,, cfu/ml} respecto a los controles en Ja cuarta hora del ensayo.

Efecto de los PMN (A} Concentracién Efecto Efectc A + B Efecto conjunto
antibidtica pg/m!  antibiético
AMOXICILINA
=
0,25 3,60+£0,34 3,60 4,77 +0,33
0,07" £0,45 4 ] 4232033 4,23 4,95 +0,30
12 4,65+0,34 4,65 5,64+£0,30
AMOX/CLAV _
0,25 3,76 £0,32 3,76 4,27 +0,33
0,07 +0,45 4 4,35+0,42 4,35 5.01+£0,389
12 4,70+0,36 4,70 | 5,51+0,35
CEFOTAXIMA
0,25 3.24 +0,31 3.24 3,56+0,38
0,07 +0,45 4 3,58+0,33 3,58 ] 4,09+0,33
12 3,93+0,35 3,93 4,27 +0,33

" Efecto no significative (p<0,05)
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Tabla 12. Efecto de la actividad antimicrobiana de amoxicilina, amoxicilina/clavuldnico vy
cefotaxima por si sélas y en combinacién con PMN en la eliminacién del serotipoc 6 de _§_
pneumoniae. Los resultados se expresan como medias (£ D.E) en la reduccion del ndmero de
bacterias viables (Log., cfu/ml) respecto a los controles en la cuarta hora del ensayo.

Efecto de los PMN (A) Concentracién Bfecto Efecto A + B Efecto conjunto
antibidtica ug/ml  antibiético
AMOXICILINA
0,25 1,56+0,20 1,94 £0,62 4,05+0,26
0,38+0,427 4 4,19+0,11 4,57+0,53 6,92 +0,30
12 5,67+0,11 6,05+0,53 *
AMOX/CLAV
0,25 3,15+0,11 3,63+0,63 4,81+0,17
0,.38+0,42 4 4,510,113 4,89+0,55 6,30+0,18
12 5,18+0,21 5,56+0,63 6,87+0,14
CEFOTAXIMA
0,25 1,38+0,16 1,76 +0,58 3,656+0,11
0,38+0,42 4 4,91+0,18 5,29+0,60 7,04+0,11
12 5,23+0,16 5,610,568 7.15+0,07

* Fuera de escala
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Tabla 13. Efecto de la actividad antimicrobiana de amoxicilina, amoxicilina/clavuldnico y
cefotaxima por si solas y en combinacién con PMN en la eliminacién del serotipo 9 de
Streptococcus pnumorniae. Los resultados se expresan como medias (+ D.E.} en la reduccién del
numero de bacterias viables (Log,, cfu/ml) respecto a los controles en la cuarta hora del ensayo.

Efecto de los PMN (A) Concentracidn Efecto Efecto A + B Efecto conjunto
antibidtica pg/ml antibidtico

AMOXICILINA
0,25 0,51+£0,14 0,62+0,33 0,77 0,24
0,11+0,19 4 3,61 x0,15 3,72 +0,34 4,61+0,15
12 4.00+0,13 4,11 +£0,32 5,63+0,13

AMOX/CLAV

0.25 0,88+0,08 0.99+0,27 2,04+0,14
0,11=0,19 4 4,74+0.19 4.85+0,38 6,00+0,39
12 5,11+£0,13 5,22+0,32 6,40+0,10

CEFOTAXIMA
0,25 0,83+0,27 0,94 +0,36 1,81+0,40
0,11+0,19 4 3,68+0,08 3,79+£0,27 4,71+0,15
12 3,96x0,15 4,07+0,34 4,83+0,25

" Diferencias no significativas.
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SEROTIPO 3
Amoxicilina

8
Log (UFC/mI)
10

6

0 1 2 3 4
Tiempo (h)

—C + g 0B+ 85 *2 4 g
a4 4+8 =84+ 85 F 1245

Figura 1. Cinéticas de crecimiento del serotipo 3 de S, pneumoniae, controles

y tratados con las concentraciones de amoxicilina sefaladas.
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SEROTIPO 3
CTX + PMN

Log (UFC/mi)
10

0 1 2 3 4

Tiempo (h)

TC+PMN+S 054+ PMN+S *2+ PMN + S
4+ PMN+S *B+PMN+S F124 PMN+ S

Figura 2. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 3 de S_

pneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de amoxicilina

senaladas.
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SEROTIPO 3
AMX/CLV

Logm(UFCImi)

2
O 1 2 3 4
Tiempo (h)
~C+ 8 *05/01+8 *2/05+ S

*4i1+ S 82+ S #12/2.2+ 8

Figura 3. Cinéticas de crecimiento del serotipo 3 de S._pneumaoniae_ controles

y tratados con las concentraciones de amoxicilina/clavulanico sefialadas.
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SEROTIPO 3
AMX/CLV + PMN

8
I
Log_ (UFC/ml) //”

6
4

T

T

e

R

2 X

0 1 2 3 4

Tiempo (h)

T C+P+S 0501+ P+S *2/05+ P+ 5
TAI+P+S  Y8N5+P+S 1225+ Pt S

Figura 4. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 3 de S,
pneumoniae, controles vy tratados con las concentraciones de

amoxicilina/clavulanico sefialadas.
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SEROTIPO 3

Cefotaxima

8

Logw(UFC!mI)

) 1 2 3 4

Tiempo (h)

~C + 5 0B+ 8S ™2+ S

* 448 ™g4+S F12 4+ S

Figura 5. Cinéticas de crecimiento del serotipo 3 de S._poneumonias . controles

y tratados con las concentraciones de cefotaxima sefaladas.
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SEROTIPO 3
CTX + PMN

Log (UFC/ml) T
10 /

0 1 2 3 4
Tiempo (h)

TC+PMN+S *05+PMN+S *2+PMN+ S
FALPMN+ S *8+PMN+ S F124 PMN+ S

Figura 6. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 3 de S,

pneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de cefotaxima

senaladas.
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SEROTIPO 6

Amoxicilina

Log (UFC/ml)
10

0 1 2 3 4
Tiempo (h)

- C + S 0.5 +S8S *2 4+ S

>4 + S 8+ S 12 + S

Figura 7. Cinéticas de crecimiento del serotipo 6 de S. pneumoniae, controles

y tratados con las concentraciones de amoxiciiina sefaladas.
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SEROTIPO 6
AMX + PMN

8
Log (UFCiml)
10

0 1 2 3 4

Tiempo {(h)

~C+PMN+S X05+PMN+S *24+PMN+ S
*4+ PMN+S *8+PMN+S Fi2+PMN+ S

Figura 8. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 6 de S

pneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de amoxicilina

sefaladas.
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Log (UFC/mi)
10

Figura

SEROTIPO 6
AMX/CLV

8 "

2
0 1 2 3 4
Tiempo (h)
~C+ S > 05/01+ S *2/06+ S
*41+ S 82+ S 1222+ S
9. Cinéticas de crecimiento del serotipo 6 de S. pneumoniae, controles

y tratados con las concentraciones de amoxicilina/clavuldnico sefaladas.
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SEROTIPO 6
AMX/CLV + PMN

Log (UFC/mi)
10

o 1 2 3 4

Tiempo (h}

= C+P+S X 0.5/01+P+S *2/054+P+S
* 41+ P+ S =81.5+P+S F12/25+P+5

Figura 10. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 6 de S.
pneumoniae, controles vy tratados con las concentraciones de

amoxicilina/clavulanico senaladas.
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SEROTIPO 6

Cefotaxima

Log (UFC/mij
10

) 1 2 3 4

Tiempo (h)

TTC 4+ S 0B +S *2 4+ S
>4 + 5 ™8+ S 12 + 5

Figura 11. Cinéticas de crecimiento del serotipo 6 de S. pneumoniae,

controles y tratados con ias concentraciones de cefotaxima sefaladas.
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SEROTIPO 6
CTX + PMN

Log 10(UFC.!mn

0 1 2 3 4

Tiempo (h)

~C+PMN+S *0B5+PMN+S *2+ PMN+ S
4+ PMN+ S *8+PMN:S F12+ PMN+ S

Figura 12. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 6 de S,
pneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de cefotaxima

sefaladas.
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SEROTIPO 9

Amoxicilina

Log 1 0(UFC/mH

0 1 2 3 4

Tiempo {h)

—C + S 0.5 +S8S &2+ S

>4 4+ 5 ™8+ S EFI124+8

Figura 13. Cinéticas de crecimiento del serotipo 9 de S. pneumoniae,

controles y tratados con {as concentraciones de amoxicilina sefaladas.

78



Figuras y tablas

SEROTIPO 9
AMX + PMN

Log (UFC/ml)
10

0 1 2 3 4

Tiempo (h)

“C+PMN+S *05+PMN+S *2+ PMN+ S
*44PMN+S 8+ PMN+S F12+PMN+ S

Figura 14. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 9de S.
pneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de amoxicilina

sefaladas.
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SEROTIPO 9
AMX/CLV

Logw(UFCImIl

2
0 1 2 3 4
Tiempo (h)
—C+ 8 “05/0.1+S *2/05+ S

*41+ S ™ 8/2+ S #1222+ S

Figura 15. Cinéticas de crecimiento del serotipo 9 de S._ pneumoniae,
controles y tratados con ias concentraciones de amoxicilina/clavulanico

senaladas.
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SEROTIPO 9
AMX/CLV + PMN

)

2
0 1 2 3 4
Tiempo (h)
~—C+P+8S *0.5/0.1+P+S *2/05+P+§

* 411+ P+ S *8M1.5+P+S8 F12/25+P+5S

Figura 16. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 9 de S,
pneumoniae, controles vy tratados con las concentraciones de

amoxicilina/ctavulanico sefialadas.
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SEROTIPO 9

Cefotaxima

Logm(UFCfmil

0 1 2 3 4
Tiempo (h}

~—~C 4+ 38 054+ &5 *24+ 85

44+ S ™*8+S ET 12+ 8

Figura 17. Cinéticas de crecimiento del serotipo 9 de S._pneumgniae,

controles y tratados con las concentraciones de cefotaxima sefialadas.
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SEROTIPO 9
CTX + PMN

Log (UFC/ml)
10

) ] 2 3 4
Tiempo (h}
“C+PMN+S *O05+PMN+S *2+ PMN+ S

*44+ PMN+S 8+ PMN+S F12+ PMN+ S

Figura 18. Cinéticas de crecimiento en presencia de PMN del serotipo 9de S.
pneumoniae, controles y tratados con las concentraciones de cefotaxima

sefialadas.
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1 ANALISIS DEL METODO

1.1 Obtencién y medicion del inéculo

A partir de 1a dilucién de un cultivo bacteriano que permanecio durante
toda la noche en crecimiento, y ya en fase estacionaria o de muerte celular,
se obtuvo la fase de crecimiento exponencial de las bacterias. También podria
haberse conseguido directamente a través de la inoculacion, en un medio de
cultive adecuado, de las colonias de neumococos a partir de la placa de agar
sangre donde se desarrollaban. Ambos procedimientos podian utilizarse (79},
pero dadas las caracteristicas de nuestro ensayo y la mayor rapidez con que
se necesitaba obtener la fase exponencial de las bacterias se optd por el
primer método descrito, ademas se conseguia asi una mayor sincronia en el
crecimiento y con ello una mayor uniformidad en los resultados.

La concentracidn bacteriana adecuada se alcanzaba a una determinada
medida espectrofotométrica, ambos pardmetros se correlacionaron
anteriormente mediante la realizacion de unos controles frente a cada cepa
bacteriana, ya que la medida del espectrofotdmetro varia en funcién de la

cepa de S. pneumoniae utilizada. En nuestro caso tal variacion se debia,

fundamentalmente, a la elaboracion de diferentes tipos de céapsulas por las
bacterias, en otros casos también se producian variaciones en ia medida
debido a otros procesos como agregacion bacteriana o a la produccion de
céiulas de diferentes tamanos. Este método de medicién era, sin duda, mas

riguroso y objetivc que otros métodos empleados como la escala de Mc
Farland (80).

1.2 Extraccién de los neutrdfilos
Mediante la separacion de los PMN por el método descrito se podian

conseguir dichas células en un periodo de tiempo corto (aproximadamente 60
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minutos), en comparacién con las técnicas que utilizaban gradientes de
densidad para separarlos.

El rendimiento en la obtencién de células era elevado, y en condiciones
ideales se podian conseguir hasta 4 x 10° células/ml de sangre. La pureza
obtenida era, sin embargo, mayor con los gradientes de densidad. En nuestro
caso 10s neutréfilos obtenidos no estaban aislados completamente sino que
se encontraban mezclados con un pequeno porcentaje de otros tipos de
células blancas como son los linfocitos y monocitos, que de todos modos no
iban a interferir con los resuitados def estudio.

En algunos casos se ha mencionado la posibilidad de que el cloruro
amaoénico, utilizado para lisar ios globulos rojos, alterase el balance electrolitico
de los neutréfilos con la consiguiente pérdida, total o parcial, de alguna de sus
funciones. En cualquier casao los efectos causados por el cloruro amaénico son
reversibles (81) al resuspender las células posteriormente en un medio
fisioldgico, como es la solucion salina de Hank, utilizada en nuestro estudio.
Estos inconvenientes no se resuelven, si no que mas bien parecen agravarse,
cuando utilizamos otros métodos de separaciéon, dado que también se han
observado problemas que conducen a {a pérdida, en algunos casos
irreversible, de alguna funcion de los PMN al separar estos mediante el uso de
polimeros en gradiente de densidad (82-86). La separacion mediante el

método que seguimos es, por tanto, la menos perjudicial para los neutréfilos.

1.3 Tratamiento antimicrobiano

Para determinar el efecto conjunto de ios PMN y los antimicrobianos
sobre las bacterias u otros microorganismos habia que tener en cuenta que los
elementos presentes en el estudio podian interaccionar entre si, de esta forma
los resultados obtenidos podian deberse a wunos efectos directos
antimicrobiano-bacteria o PMN-bacteria, o podiamos observar un resultado

final, consecuencia de unas relaciones establecidas entre todos los agentes
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implicados en el estudio. Era necesario tener unos ensayos que diferenciasen
los distintos efectos. Para ello en primer lugar se tratd las bacterias con cada
uno de los antimicrobianos utilizados en el ensayo. También se analizé el
efecto bactericida provocado Unicamente por los PMN. Posteriormente las
bacterias fueron sometidas a la accién conjunta de los PMN y del antibiético.

Las concentraciones de antimicrobianos empleadas en ei estudio se
correspondian con {as concentraciones medias obtenidas en el suero de un
individuo, tras ser sometido a un régimen de dosificacién normal con dichos
antibidticos. La dosis de 12 pg/ml era la dosis maxima que se obtenia al
ingerir 500 mg de amoxicilina. Con cefotaxima las concentraciones
alcanzadas eran similares, aungque debido a la distinta forma de administracion
el maximo se consiguia mas rapidamente. Se tomaron también otras dosis
intermedias entre este valor maximo, que representaban otros valores

obtenidos en el organismo antes y después de alcanzar dicha concentracién

maxima.

1.4 Lisis de los neutréfilos

Para lisar los PMN y mantener intactas las bacterias, que eran el
parametro que se iba a determinar, podia recurrirse, como en nuestro caso,
al choque osmdatico por dilucidn en agua destilada a temperatura ambiente,
del medio de cultivo con los PMN y las bacterias (87). También podia
emplearse de forma efectiva un choque osmdtico a 0°C (88). Existen otros
metodos para consegquir una lisis mas completa de los neutroéfilos, aunque no
son tan inocuos para las bacterias y pueden alterar sus funciones. La
utilizacién de agua destilada a un pH elevado podia alcanzar la lisis de un
95,5% de los PMN (89] y se ha comprobado que valores elevados del pH del
agua hasta valores de 11 no producian danos significativos en bacterias como
S. aureus v E. coli. En el caso de $. pneumonige no se ha comprobado esto

y ademas el pH influye en la eiiminacion de los neumococos que han sido

87



Discusién

tratados con antibidticos B-lactamicos, de forma que niveles bajos de pH
protegian a la bacteria de |a lisis provocada por estos antibiéticos (90}. Por
ello se eligid un método que lisara un namero menor de PMN, pero que no

interfiriese en la eliminacion de las bacterias provocada por los

antimicrobianos.

2 ESTUDIO DE LOS RESULTADOS

2.1 ANALISIS DE LAS CMis.

La accidn que causan los antibidticos 3-lactémicos sobre las bacterias
se debe a los efectos que provocan en la pared bacteriana. Estos inhiben la
reaccion de transpeptidacion, evitando asi !la formacién de los enlaces
peptidicos que se producirian en la pared y dando como resultado una pared
mucho mas laxa, con pérdida de estabilidad y originando una célula que esta
expuesta a las variaciones osmoticas del medio extracelular. Conociendo este
hecho, la hipotesis mas probable para explicar la muerte ceiuiar de la bacteria
causada por los R-lactdmicos, postulaba que esta era causada por la rotura de
tas membranas de la bacteria debido a la elevada presion osmdtica ejercida
por el citoplasma (91}. Tomasz (91) sugiri6 que al menos en neumMococos,
donde el lievaba a cabo sus estudios, el tratamiento R-lactdmico también
interactuaba con un inhibidor de la actividad autolitica de la bacteria, lo que
provocaria la actividad incontrolada de dichos enzimas autoliticos de la pared
celular, produciendose asi la lisis del neumococo.

Puede aparecer una resistencia frente a este tipo de antibidticos por
producciéon de R-lactarmmasas, pero no es el caso que nos ocupa, puesto que
no se han descrito cepas de Streptococcus pneumoniae productoras de estas
enzimas (92). Debido a las caracteristicas de la pared celular de bacterias
grampositivas no es necesario que el antibiético B-lactamico penetre al interior

de la célula para llevar a cabo su accidn, por 0 que en estas bacterias no se
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producen resistencias frente a estos antibidticos debido a mutaciones que
alteren su permeabilidad celuiar. La Gnica posibilidad de explicar la variacion
existente en las CMIs de las tres cepas de Streptococcus pneumoniae
estudiadas (tabla 1}, se basa en un tercer tipo de mecanismo que provoca
resistencia frente a estos antimicrobianos, que es la alteracion en las PBPs de
fa bacteria (93-95). Las alteraciones en las PBPs, producidas por sucesivas
y muitiples mutaciones, crean nuevas proteinas con diferente afinidad por el
antibiotico, 10 que en algunos casos va a otorgar una cierta resistencia a la
bacteria (96, 97}, en el caso de que la afinidad halla disminuido tras la
mutacion. Aisiados clinicos de alta resistencia a las penicilinas muestran
cambios en sus PBPs 1a, 2a, 2b o 2x, o combinaciones de estas proteinas
alteradas {94, 98, 99). Debido a estas modificaciones la accidén de un mismo
antibiotico B-lactdmico sobre una especie bacteriana puede variar, haciendo
que varien las CMI frente a ese antibidtico. Estas mutaciones son facilmente
transmisibles de una cepa a otra mediante transformacion, lo que provoca un
aumento de las cepas bacterianas de alta resistencia a los antibidticos -
lactamicos.

La accion gue ejercen los antibidticos B-lactamicos también puede ser
evitada, en cierto grado, cuando la bacteria es tolerante a dicho antibiotico.
En el fendOmeno de la tolerancia existe una caracteristica comun, y €s que la
CMI! de la bacteria hacia el antibidtico no varia, pero el efecto bactericida del
antibidtico si lo hace, de tal forma que la bacteria no tiene el mismo
porcentaje de muerte que el organismo no tolerante (100 - 103}.

L.a tolerancia se expiica por mutaciones que aparecen en los sistemas
autoliticos de la bacteria {75, 103, 104, 105}. Ei organismo puede ser
deficiente en estos sistemas {105) o puede tener niveles normaies de
actividad autolitica pero tener modificadas las dianas autoliticas (106}, con lo
gue también aparecen bacterias relativamente resistentes a los efectos liticos

de los antibiticos B-lactamicos, El antibidtico impide el desarrollo de la
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bacteria tolerante, debido a que no entran en acci6n estos sistemas

autoliticos.

2.2 ANALISIS DEL EFECTO BACTERICIDA DE LOS PMNSs.

El efecto que producen los PMN sobre los neumococos es bastante
variable debido en gran parte, a los diferentes tipos de capsulas que pueden
presentar estas bacterias. Los organismos no encapsulados son, a menudo,
ingeridos y eliminados por los neutréfilos incluso en ausencia de
complemento. Las bacterias encapsuladas, en general y no soélo los
neumococos, impiden la fagocitosis y son mas virulentas que las cepas no
encapsuladas (107). Los serotipos gque cuentan con grandes capsuias
polisacaridicas, son mas dificiles de fagocitar y por lo tanto de ser eliminadas
por los PMN.

Ademads de las céapsulas existen ofros factores que van a interactuar
con la fagocitosis haciéndola mas dificil. En S. aureus un componente de su
superficie externa, la proteina A, impide ia opsonizacién por parte de los
factores del complemento, retrasando asi la fagocitosis por {os leucocitos.
Algunos antibidticos reducen la cantidad de proteina A en la superficie celular
con lo que aumentan la fagocitosis y muerte de S, aureus {23, 108). Algunas
cepas de S. pyogenes que poseen proteina M en su superficie son mas
resistentes a la fagocitosis. También la capacidad antifagocitica de esta
proteina parece deberse a las caracteristicas que la hacen impedir la
opsonizacién de la bacteria. Los antibidticos como la clindamicina (109, 110,
111), aumentan la fagocitosis, debido a que provocan la desaparicion de esta
proteina. Dicha eliminacién permitiria una mayor union del factor de
compliemento C3 a la superficie bacteriana, aumentando la opsonizacién y la

posterior fagocitosis. S. pneumoniae también cuenta con proteinas en su

superficie externa como la Psp A, que es un importante factor de virulencia

en esta bacteria.
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En nuestro caso, el éxito de los PMN para eliminar las bacterias por si
mismos, es decir sin adicién de ningdn tipo de antibidtico al medio, fue
distinto dependiendo de {a cepa de S. pneumoniae utilizada para llevar a cabo
e! ensayo. Mientras que la cepa de serotipo 3, sensible a penicilinas, no se
mostrd significativamente sensible a la accion del suero y de los PMN, las
otras dos cepas si fueron fagocitadas y eliminadas de forma significativa,
aunqgue en distinto grado cada una de ellas. A diferencia de los serotipos 6 y
9, ia cepa de peumococco de serotipo 3, sensible a penicilinas, contaba con
una capsula mucosa muy grande y fenotipicamente distinta de las anteriores
que iba a constituir una de Ias causas para su dificil eliminacion fagocitica por
parte de los PMN.,

Las diferencias fenotipicas que existian entre ios serotipos 6 y 9 no
eran tan evidentes como las encontradas con la cepa anterior, pero si se
encontré una diferente eliminacién causada por los PMN. Ambas cepas fueron
capturadas y eliminadas de forma significativa por los fagocitos en presencia
de suero humano normal, pero la cepa de serotipo 6 era eliminada de forma
mas eficaz que la de serotipo 9. Estas diferencias, ademas de deberse a los
distintos tipos de capsulas de cada serotipo, se debia al mayor o menor grado
de permisividad que presenten estas bacterias a ser opsonizadas por los
factores séricos, como se ha mencionado anteriormente.

Hasta ahora se habian identificado 85 serotipos distintos de S.
pheumoniae en cuanto a la antigenicidad de su capsula polisacaridica, algunos
de ellos eran faciimente eliminados por el propio organismo por lo gque
relativamente pocos de estos serotipos iban a causar infecciones (70).
Ademas no todas las cepas cuentan con los mecanismos de adherencia,
virulencia, etc. necesarios para colonizar el medio donde podrian causar la
infeccidon. Aunque la capsula polisacaridica existente en $S. pneumoniae fue
reconocida como un elemento esencial necesario para que esta bacteria

causara virulencia {112) y que determinaba, en gran medida, el grado en que
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iba a ser fagocitada, algunas cepas no encapsuladas podian causar
infecciones en animales desprovistos de granulocitos (113}, lo que indicaba
que habia otros factores neumocoécicos implicados en las infecciones
causadas por esta bacteria tales como la Psp A, las neumolisinas y las

autolisinas.

2.3 EFECTO DEL TRATAMIENTO

2.3.1 Estudio del serotipo 3

2.4.1.1 Tratamiento con amoxicilina

El tratamiento de esta cepa con 0.5 yg/ml de amoxicilina representaba
un aumento de aproximadamente 16 veces la CMI sobre la propia CMI de la
bacteria, es decir, se partia de concentraciones bajas de antibidtico para un
regimen normal de dosificacion, pero que eran ya dificilmente toleradas por
esta cepa bacteriana.

Caon concentraciones bajas de antibidtico la cinética de crecimiento
bacteriana disminuyd y continué haciéndolo segin aumentabamos la
concentracion de amoxicilina, por lo que en principio se ocbservaba un efecto
de concentracion dependencia en la eliminacion de la bacteria por parte del
antimicrobiano. Este efecto tuvo lugar sdlo a partir de la segunda hora, en
horas anteriores las diferencias no fueron significativas. A partir de 8 pyg/ml
la reduccién del nimero de bacterias parecia detenerse. Efectos similares en

la reduccion del nimero de S. pneumoniae al aumentar la concentracion de

amoxicilina y por tanto un efecto dosis-dependendiente, se podian encontrar
en los trabajos de J. Linares y cols {76}, y Pankuch {114), aunque en estos
casos las concentraciones de antibidtico utilizadas estaban mas cercanas a la
CMiI de la bacteria. Con dosis superiores de amoxicilina y después de 6 horas

de tratamiento no se obtenian diferencias en las cinéticas de crecimiento de
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las bacterias (114).

Algunos autores propusieron diferentes mecanismos de accién en
cuanto a la actividad bactericida de los distintos antibidticos B- lactamicos
(115). Las penicilinas se caracterizarfan por un aumento inicial en la muerte
de los microorganismos. Este aumento so6lo se producia hasta una
determinada concentracion de antibidtico, aicanzada esta, no se consiguian
reducciones significativas en la eliminacion de bacterias, aungue aumentase
la concentracion de antibi6tico. Las cefalosporinas incrementaban la actividad
bactericida en un intervaioc mayor de concentraciones. Al contrario de esta
hipotesis, otros autores (116 - 120} propusieron que las cefalosporinas tenian
una actuaciéon similar a las penicilinas y la actividad bactericida que
provocaban no era dependiente de {a concentracion de antibiotico. Algunos
antimicrobianos provocan el denominado efecto Eagle (121), observado sobre
todo con 3-lactdmicos cuando actuan sobre determinadas especies y cepas
de estafilococos vy estreptococos {122). Este efecto paraddjico consiste en
que altas concentraciones de antibidtico producen una disminucién en la
eliminacion bacteriana. También se observa de forma frecuente al comprobar
la CMI de una bacteria, cuando con determinadas concentraciones de
antibidético se produce una turvidez en el medio que a concentraciones
menores no existe,

Nuestros resultados se ajustaban méas a los de los autores que
encuentran, hasta ciertos limites, un efecto de concentracion dependencia
entre la concentracion antibidtica y la eliminacién bacteriana (76, 114}, pero
considerando que en nuestro caso, a diferencia de los trabajos citados, la
concentracion senalada como maxima para alcanzar fa estabilizacién del

efecto bactericida del antibidtico era mayor.

2.3.1.2 Tratamiento con amoxicilina { clavulanico

El comportamiento era similar al que se conseguia solamente con la
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amoxicilina. Ilgual que anteriormente también encontramos una concentracion-
dependencia en la eliminacién de las bacterias, que era mayor con dosis bajas
de antibiético y que se fue reduciendo al aumentar la concentracion.

La mayor diferencia que se encontro frente a los resultados obtenidos
con la amoxicilina sola, tenia lugar en las primeras horas del ensayo y a dosis
elevadas, donde la combinacidon de ambos farmacos elimind un mayor ndmero
de bacterias. Ambos juntos tenian un efecto mas rapido, aungue
posteriormente, al final del ensayo, los valores se asemejaron a los obtenidos
s6lo con amoxicilina. La diferente sensibilidad encontrada entre amoxicilina y
amoxicilina/clavulanico cuando actuaban frente a esta bacteria sensible a B3-
factdmicos, y no productora de f3-lactamasas era escasa, y podia ser debida
a la distinta afinidad de estos antimicrobianos por cada una de las PBPs de la
bacteria, i0 que provocaba una accién mas completa, actuando sobre mas
PBPs, cuando ademas de amoxicilina anadiamos acido clavulanico.

Las diferencias halladas entre amoxicilina y el tratamiento conjunto de
amoxicilina y clavulénico no fueron elevadas. De acuerdo con esto otros
autores (114) tampoco encontraron diferencias significativas en los niveles

bactericidas de amoxicilina después de afiadir a esta acido clavulanico.

2.3.1.3 Tratamiento con cefotaxima

La cefotaxima redujo el nimero de bacterias de forma progresiva al
aumentar la concentraciéon de antibidtico. Este efecto se observé mejor en las
ditimas horas del ensayo (fig. bB). Nuestros resuitados se ajustaron a las
propuestas de Shah et al {115), en cuanto a la clasificacién de la actividad
bactericida de las cefalosporinas. Estas moléculas incrementarian la
eliminacion de las bacterias en un rango mayor de concentraciones que en el
caso de las penicilinas. En nuestro estudio a concentraciones de 12 ug/ml
todavia no se habia estabilizado e! efecto del antibidtico sobre {a bacteria, a

diferencia de lo que ocurria con la amoxicilina.

94



Discusidn

La cefotaxima se mostrd menos rapida y eficaz que la amoxicilina en
la eliminacion de las bacterias. Aunque ambas moléculas tenian la misma CMI
frente a esta cepa de neumococo y el resultado final tras 24 horas de
incubacién con cada antimicrobiano fue el mismo, con un seguimiento de la
cinética bacteriana punto a punto como ocurria en este estudio, y no solo a
las 20 - 24 horas como en el caso de la determinacion de la CMI, se podian
observar estas diferencias en la evolucién del nimero de bacterias, que no se
ponian de manifiesto con el anélisis de ta CMI.

En la mayoria de los estudios "in vitro" (76, 114, 123, 124) amoxicilina

y penicilina se muestran como los antibiéticos B-lactamicos mas activos en

fa eliminacion de . pneumoniae, aunque cefotaxima y otras cefaiosporinas
sean también eficaces "in vivo" en el tratamiento de infecciones
neumocadcicas graves (125 - 127). Linares et al {76) demostraron, igual que
ocurria en nuestro caso, una mayor disminucion en la cinética de crecimiento
de S.pneumoniae tratado con amoxicilina y penicilina que los tratados con
cefotaxima y ceftriaxona, tanto frente a cepas de serotipo 3, sensibles a
penicilina y con CMIs similares para todos los antibidticos, como frente a
cepas de serotipo 6, de resistencia intermedia a penicilinas y con CMIs mas
altas para las cefalosporinas.

Munoz et al {128) estudiaron los mecanismos de resistencia en S.
pneumoniae (en una cepa de serotipo 6) y demostraron que las alteraciones
en las PBPs 1A y 2X eran ias responsables de la resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion, de forma que la diferencia en la afinidad
de las cefalosporinas y penicilinas por estas proteinas iba a dar lugar a una
diferente actuacion de ambos tipos de antimicrobianos, aun cuando sus

mecanismos de accién eran muy similares,
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2.3.2 Estudio del serotipo 6

2.3.2.1 Tratamiento con amoxicilina

El efecto que produjo la amoxicilina en esta cepa de resistencia
intermedia fue escaso a bajas dosis. Con una concentracién de 0.5 yg/ml de
antibiotico y sin la accion de los PMN el nimero de bacterias aumento
ligeramente aunque esta dosis de partida fuese algo superior a la
concentracién minima inhibitoria. Esto se explicaba por que el calculo de la
CMi y de las curvas de letalidad se llevaron a cabo en condiciones
experimentales diferentes, lo que podia provocar que el crecimiento de la
bacteria fuera distinto en ambos casos. Las curvas bacterianas, a diferencia
de la CMI, se realizaron en un medio con agitacidon y el propio medio de
cultivo utilizado era distinto en un caso que en otro.

Con dosis mayores de antibidtico se producia una rapida disminucidn
del nimero de bacterias, hasta la concentracion de 8 wpg/ml donde se
estabilizaba. El nimero de bacterias disminuyé a niveles muy bajos en la
cuarta hora de ensayao, inferiores incluso a los observados en la cepa sensible,
Este efecto tan marcado en cepas menos sensibies al antibiético que en otras
que lo eran mas, también se podia observar en otros estudios realizados con
neumococos gue eran sometidos a la accion de imipenem (78). Esto se debia
dnicamente a la cepa bacteriana empleada en el ensayo, era una caracteristica
de cada bacteria, puesto que en el trabajo realizado con imipenem no se
observé dicho efecto con todas las cepas. En nuestro caso el serotipo 6 era
mas resistente a la accién del antibiético que el de serotipo 3, su CMI era
mayor y Sse necesitaba una mayor concentracién antimicrobiana para
comenzar a reducir su nitmero, pero posteriormente, después de alcanzada
dicha concentracién las bacterias morian muy rapidamente, mas incluso que
las sensibles. Ambos tipos de bacterias eran eliminadas totalmente tras 24

horas de tratamiento antibidtico con dosis superiores a la CMI, pero la
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bacteria de serotipo 6 disminuia de una forma mas rdpida. Aunque el
antimicrobiano tuviera menos afinidad por las PBPs de esta cepa, el efecto
que causaba era méas grave para la bacteria, o bien los mecanismaos autoliticos
gque se ponian en marcha en esta cepa, después del contacto con el
antibidgtico, eran mas eficientes que en el serotipo 3. Este hecho también
ocurre en presencia de PMN, el serotipo & fue eliminado mas rapidamente que
los otros estudiados. Se tenia una bacteria intrinsecamente mas débil, aunque
era mas resistente a los antibidticos B-lactdmicos que el serotipo anterior. Esta
caracteristica también se ponia de manifiesto en otros estudios con
antibiéticos como el imipenem (78).

El aumento en la eliminacion de bacterias en relacién a la dosis de
antimicrobiano, fue similar al comprobado por otros autores, observandose
una concentracion-dependencia {76, 114, 115), al igual que en la cepa

anterior, hasta alcanzarse unos niveles de 8 yg/ml.

2.4.2.2 Tratamiento con amoxicilina/clavulanico

En este caso cuanto mayor era la dosis de la combinacion
antimicrobiana suministrada al medio, mayor era [a reduccidon del nimero de
bacterias, y a diferencia de los casos anteriores esta disminucion no se
estabilizdé con las concentraciones estudiadas.

El tratamiento con amoxicilina-acido clavulanico, en principio, consiguid
una mayor eliminacién de neumococos que la amoxicilina. Aunque "in vitro"
no se han comprobado efectos similares, Smith et al (129) trabajando en
modelos experimentales con ratas encontraron que ef clavulanico aumento el
efecto bactericida de la amoxicilina sobre los neumococos. Las diferencias
encontradas entre ambos antimicrobianos se fueron igualando al aumentar la
concentracion, hasta que finalmente con 8 vy 12 ug/ml de amaoxicilina se
obtuvo la mayor eliminacion de bacterias. La inversion del efecto bactericida

con elevadas dosis de acido clavulanico, se debia probabiemente a la
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disminucion del pH provocado por fas elevadas dosis del acido, lo que

provocaba en S.pneumoniae y en otras especies bacterianas como 8. subtilis

vy streptococcos del grupo B la detencién de efecto bacteriolitico provocado

por los antibi6ticos R-lactamicos {90, 130}.

2.3.2.3 Tratamiento con cefotaxima

Con bajas concentraciones de antibidtico (0,5 pg/ml} tas bacterias
crecian durante poco tiempo, a partir de la tercera hora de ensayo las
bacterias entraban en una fase de crecimiento estacionaria y posteriormente
en la fase de muerte bacteriana.

Con concentraciones de 2 gg/ml el nimero de bacterias disminuia
drasticamente, por debajo incluso de los niveles observados con amoxicilina
en la hora cuarta de ensayo (aunque esta cepa tenia una CM! mas baja frente
a cefotaxima que frente a amoxicilina}. En este mismo tiempo y con
concentraciones superiores a 4 gg/mi, amoxicilina fue de nuevo mas eficaz
que cefotaxima.

En (a dltima concentraciéon de antibidtico ensayada comienzd a
observarse una saturacidn en la cinética de muerte bacteriana, {fig. 11). El
efecto de concentracion-dependencia era similar en este caso al obtenida con
amoxicilina, a diferencia de lo propuesto por Shah (115), y en concordancia
con las tesis de otros autores (116, 120} que proponian una actividad
bactericida similar para penicilinas y cefalosparinas. Por tanto, para estudiar
este efecto bactericida en relacién a la concentracion de antibidtico que
empleamos, no sélo hay que tener en cuenta el tipo y la cantidad de
antibiotico empleado, sino que también existen variaciones dependiendo de
la naturaleza de las propias cepas bacterianas que utilicemos. De esta forma,
los resultados contradictorios que se observan en los estudios realizados hasta
ahora, pueden deberse a que estos estudios no se realizan con unos

microorganismos y unas técnicas estandar, {0 que introduce una mayor
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variabilidad y los resultados no son por tanto concluyentes.

2.3.3 Estudio del serotipo 9

2.3.3.1 Tratamiento con amoxicilina

En este caso, hasta alcanzar la concentracion de 4 yg/ml de amoxicilina
no se iniciaba la reduccién del namero de bacterias. lgual que en anteriores
ocasiones, esta disminucién comenzaba a concentraciones superiores a la CM|
obtenida para esta cepa.

lLa cinética bacteriana, igual que en casos anteriores, disminuia
progresivamente al aumentar la dosis de antimicrobiano, existia también una
dosis-dependencia. Si bien ahora no se observé una estabilizacion en la
reduccion bacteriana a las concentraciones de antibiético ensayadas, como
ocurria con las otras cepas de neumococos. Esto se debia, probablemente, a
que con esta bacteria mas resistente a B-lactamicos las concentraciones de
amoxicilina utilizadas estaban mas cercanas a la CMIl y todavia no se habia
conseguido el efecto maximo. Este podriamos cbservarlo st aumentasemos la

concentracion de amoxicilina.

2.3.3.2 Tratamiento con amoxicilina/clavulanico

El tratamiento con amoxicilina y acido clavulanico mejord el efecto
bacterida observado con amoxicilina. La CMI fue igual en ambos casos, pero
el crecimiento con la combinacidon antibiética era menor. En otros trabajos con
neumococos (131) también se encontraban, algunas veces, efectos
ligeramente diferentes entre estos antimicrobianos usados solos o en
combinacién. Se habia comprobado "in vivo" que el acido clavuldnico podia
incrementar e! efecto bactericida de amoxicilina sobre algunas cepas de $.
pneumontae (129), aunque este efecto era muy pequeno. El papel del

clavulanico no se pudo explicar como inactivador de R-lactamasas, puesto que
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los neumococos no tenian este tipo de enzimas bacterianas, sino por su
actuacion sobre otras PBP diferentes de las que actuaba la amoxicilina. En
este sentido también podiamos encontrar en |a bibliografia un incremento en
la eliminacion de Staphylococcus aureus no productores de penicilinasa al

ahadir &cido clavulanico a la amoxicilina {132}.

2.3.3.3 Tratamiento con cefotaxima

Con menores concentraciones de antimicrobiano que las utilizadas en
el caso de la amoxicilina ya se obtuvo una reducciéon en el numero de
colonias, pero sin embargo con dosis mayores de 2 ug/ml los efectos eran
practicamente iguales.

En ninguno de los dos casos se consiguid la respuesta méaxima debido
a que la concentracion de antibidtico necesaria para alcanzarla era mayor de

la maxima que se empled en el estudio, ya que en este caso la cepa era mas

resistente.

En general se consiguia un efecto mayor con amaoxicilina y en algunos
casos con {a combinacién de amoxicilina y acido clavulanico, ambos
consiguieron resultados mejores que la cefotaxima. Otros autores también
obtienen datos similares (76). Asimismo, Pankuch (114} comparando el efecto
de amoxicilina con otras cefalosporinas y penicilinas llego a la conclusién de
que amoxicilina era el antibidtico méas activo en ia eliminacién de $.

pneumoniae,
2.4 EFECTO CONJUNTO DE PNMN Y ANTIMICROBIANQS

2.4.% Serotipo 3

El tratamiento de neumococos con amoxicilina y en presencia de PMN
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redujo el nimero de bacterias respecto a las cinéticas de crecimiento de
bacterias que no estaban en presencia de PMN. Sin embargo, los
microorganismos control sin  antibiético no fueron eliminados
significativamente por los neutrdfilos. Por ello, la presencia continua de ambos
factores fue mas eficaz que la suma del efecto provocado por los PMN y por
el antibidtico por separado, esto es, existia un sinergismo en la eliminacion de
las bacterias.

Cuanta mayor era la dosis de antibiético, la accion conjunta del farmaco
y los PMN eliminaban un nimero mayor de bacterias, hasta un determinado
punto en que se estabilizé, que se encontraba a una concentracion de 8 ug/ml
de amoxicilina. Sin embargo, la dosis de amoxicilina que favorecia mas el
efecto de los PMN fue la de 0.5 pyg/mi, que era donde se producian los
mavyores porcentajes de fagocitosis y donde existia un mayor sinergismo entre
ambos factores. No habia por tanto, una relacion directa entre mayores dosis
de antibidtico y mejor actuacion de los PMN, incluso el porcentaje de
fagocitosis era mayor con bajas concentraciones de antibidtico, lo que
indicaba que con una lesion bacteriana suficientemente pequena los PMN
actuaban en las mejores condiciones. En algunos estudios se observé que el
efecto estimulador que producian los antibidticos &-lactamicos a los PMN se
encontraba a concentraciones subinhibitorias {133} y este efecto no se
incrementaba con dosis mayores de antibidtico {134). En otros casos (135),
la actividad bactericida o6ptima de los neutréfilos fue encontrada a
concentraciones suprainhibitorias de cefdinir. En nuestro caso se encontrd el
mayor efecto estimulador de los PMN con la menor dosis de antimicrobiano
utilizada, aungque no se pudo comprobar el efecto de la amoxicilina a unas
dosis subinhibitorias, ya que la minima concentracién de antibidtico empleada
en nuestro estudio quedaba por encima de la CMI de esta cepa sensible.

E! mecanismo exacto por el cual algunos f3-lactamicos producen un

incremento de la fagocitosis no es totalmente conocido y el dano que causan
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a cada tipo de bacteria no va a influir de la misma forma en su interaccion con
los PMN. Asl carbenicilina, ticarcilina, azlocilina y piperacitina aumentaban la
adhesividad a sustrato de los neutréfilos pero no tenian efecto en su
quimiotaxis ni en su fagocitosis (136 - 138). El cefamandol aumenta la

fagocitosis de E. coli (139) al igual que la ceftazidima, aunque en este altimo

caso la fagocitosis frente a E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, y S. aureus se
debe a un efecto directo causado sobre los PMN {44).

La fagocitosis después de la segunda hora de ensayo no tuvo mucho
valor, puesto que a partir de esa hora los porcentajes no se elevaron mas. En
otros casos, algunos autores, realizan ensayos con PMN que prolongan tan
sélo durante dos o tres horas a partir del tiempo inicial, ya que consideran que
el efecto de las células fagociticas "in vitro" pierde eficacia después de ese

tiempo.

También se observé un sinergismo entre la combinacién antimicrobiana
{amoxicilina / clavulanico) y los PMN. De Ia misma forma existia una mayor
reduccion de bacterias al aumentar la dosis del antibiGtico. Esta disminucién
se estabilizaba al legar a los 8 ug/ml. Es en esa misma concentracion donde
se obtenian los mayores porcentajes de fagocitosis y el efecto sinérgico era
mavyor. Los resultados fueron bastante similares a los obtenidos con
amoxicilina sofa, debido probablemente a que la concentracién antibidtica
empleada frente a esta cepa sensible, suponia unas dosis de antibidtico
suficientemente elevadas y cercanas a la saturacién, de forma que no se

apreciaban diferencias significativas.

Con cefotaxima y ceftazidima, ambas cefalosporinas de tercera
generacién, algunos autores observaban un efecto estimulador de la
fagocitosis cuando eran utilizadas en concentraciones subinhibitorias (139 -

142). Este efecto también se observd con dosis suprainhibitorias de cefdinir

102



Discusion

{(143). En nuestro caso no se comprobé el efecto provocado por dosis
inferiores a la CMI de cefotaxima para el neumocaco de serotipo 3. A
concentraciones mayores se observé una cierta estimulacién de la fagocitosis,
aunque no de forma muy acusada, y en todo caso muy inferior a fa que
provocd amoxicilina. Los efectos potenciadores de la fagocitosis por los
antimicrobianos B-lactamicos se deben no solamente a la inhibicion de las
PBPs bacterianas, sino también a que ésta inhibicién conduce a una serie de
procesos comao, la alteracion de la estructura de !a pared bacteriana, el
aumento en la opsonizacion de la bacteria, la produccion de filamentacion u
otras alteraciones morfolégicas, la disminucion de la velocidad de crecimiento,
etc, procesos que, en algunos casos, van a favorecer la accion de los PMN.
Pequenas variaciones en estas variables al utilizar uno u otro antibi6tico van
a producir estos cambios en la sensibilidad de la bacteria al efecto fagocitico
de los PMN.

Ademas el antimicrobiano puede actuar de forma directa sobre los PMN
provocando un aumento en ia produccion de radicales libres de oxigeno y
enzimas liticos de los neutréfilos. Aunque generaimente los antibidticos B-
lactamicos no alteran estos mecanismos bactericidas de los PMN {39}, se ha
comprobado que cefotaxima estimula el estallido respiratorio de los
neutrofilos. Labro y colaboradores también comprobaron, como ocurria en
nuestro ¢aso, que se producia un sinergismo entre los PMN y cefotaxima o
cefodicima debido en su caso, a un efecto directo de estos antimicrobianos
sobre los PMN vy llegaron a la conclusién de que la estimulacién de los
neutréfilos por ambos tipos de antibiéticos era provocada por mecanismos
diferentes. Mientras que el incremento de ila muerte bacteriana por los
neutréfilos en el caso de cefotaxima se debia a un incremento de la respuesta
oxidativa de los PMN, en el caso de cefodicima el efecto sinérgico era
provocado por una interaccion con los mecanismos independientes de
Oxigeno de los PMN (47, 144).
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En este ensayo el mayor efecto sinérgico con los PMN se produjo igual
que con amoxicilina a dosis bajas de antibi¢tico, lo que parecia indicar que los
mecanismos que facilitan la fagocitosis de la bacteria por el PMN se producian

a estas concentraciones mas bajas de antibittico.

En cualquier caso, teniendo en cuenta los resultados obtenidos vy
comparéandolos con las otras cepas estudiadas, podemos decir que esta cepa
de serotipo 3 era mas resistente a la fagocitosis por los PMN debido,
principalmente, a la capsula tan gruesa que presentaba, como se indicaba en
los trabajos gue estudiaban las capsulas de S. pneumoniae, y que la protegia
contra el atague del sistema inmune del huésped. Este efecto ya se habia

observado al describir el comportamiento de la bacteria frente a los PMN en

ausencia de antibittico.
2.5.2 Serotipo 6

La amoxicilina junto conlos PMN provocaron una drastica reduccion del
nimero de bacterias de este serotipo 6, incluso en la hora cuarta del ensayo
y con concentraciones de 8 y 12 pyg/ml su ndmero desciendia por debajo de
los limites detectables con este tipo de ensayos. Esta fagocitosis tan elevada
de los PMN sobre esta cepa también se encontrdé cuando no se anadia
antimicrobiano, lo que nos indicaba que estamos ante una cepa muy sensible
a la fagocitosis, a diferencia de la bacteria anterior.

El sinergismo entre antibidtico y PMN en la eliminaciéon del neumococo
fue muy elevado durante todo el ensayo.

A partir de una concentracion de 4 yg/ml no se produjo un aumento
significativo de ios porcentajes de fagocitosis, por lo que se volvié a
comprobar, igual que otros autores, que el efecto estimulador de la

amoxicilina sobre el sistema inmune se producia en la mayoria de l0s casos
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a concentraciones de antibidtico no muy elevadas, ya fueran éstas sub-CMi
0 supra-CM! (133, 134).

Con una concentracién de 0.5 pg/ml de amoxicilina, que era una dosis
ligeramente superior a la CMI de esta bacteria, la evolucion del nimero de
bacterias crecié 0 se mantuvo estable al menos durante un cierto periodo de
tiempo. Sin embargo, la grafica que describia el crecimiento bacteriano en
presencia de PMN, factores séricos, y esa misma dosis de antibi6tico, era
descendente, ilo que evidenciaba el papel fundamental de los factores séricos
y los PMN, junto con la acci6n del antibidtico en la eliminacion de las
bacterias. Ademas, una descripcién del crecimiento bacteriano bajo la accion
de todos estos factores, predecia de una forma mas eficaz de lo que o hacia
la CMI lo que realmente ocurria en el organismo. Por este motivo se podia
explicar que determinadas bacterias que "in vitro"” no son sensibles a algunos
antibidticos como penicilinas, macroélidos (145) y otros (146), si lo sean "in

vivo" donde estan participando otros factores en colaboracién con el

antimicrobiano.

Con amoxicilina/clavulanico habia un clare sinergismo entre el
antimicrobiano y los neutréfilos en la eliminacion de las bacterias., Los
porcentajes de fagocitosis eran muy altos en todos los casos, aunque con la
combinacién antimicrobiana no lo fueron tanto como lo eran con amoxicilina
sola. Tampoco la reduccién del nimero de bacterias era tan elevada. La

combinacion antibidtica no resultd ser mas eficaz que fa amaoxicilina sola.

La cefotaxima en combinacion con los factores del sistema inmune
redujo mucho el nimero de bacterias, aungue no tanto como la amoxicilina.
Al igual que en el caso anterior, con el serotipo 3 de Sirepiococcus

pneumoniae, la amoxicilina obtenia un mejor rendimiento de los neutrofilos y

el complementao existente en el suero, aunque en este caso las diferencias que
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habia entre amoxicilina y cefotaxima no eran tan elevadas como las de la cepa
sensible. Se comprob6 un gran porcentaje de fagocitosis de los PMN y un
elevado efecto sinérgico entre el sistema inmune y el antibiético durante todo
el ensayo.

Cuando se utilizé una concentraciéon de cefotaxima pequena de 0,b
ug/ml existia crecimiento bacteriano igual que ocurria con amoxicilina. Sin
embargo con esa misma dosis de antibiético la presencia de PMN conducia
a una fase de muerte bacteriana, o que sugeria que era necesaria la presencia
de estos componentes para que el antibiético fuera eficaz a bajas
concentraciones, en las que por si solo no era capaz de inducir la muerte
bacteriana. Mediante el estudio de estas curvas, obteniamos ademas unos
datos mas fiables del comportamiento bacteriano en el organismo y unos

datos mds ajustados a las experiencias obtenidas "in vivo" {145, 146).

2.5.3 Serotipo 9

Las concentraciones bajas de amoxicilina, 0,5 y 2 ug/ml, en
combinacion con los PMN, aunque disminuian la cinética de crecimiento de
esta cepa de neumococo con respecto al control, no conseguian disminuir
tanto el numero de bacterias como para pasar de una cinética de crecimiento
a una curva de letalidad. El porcentaje de fagocitosis con esas dosis de
amoxicilina era aun escaso y fue elevandose de forma progresiva hasta 12
pg/mi.

En nuestro caso no se comprobaron diferencias significativas entre la
cinéticas de crecimiento de bacterias tratadas con 0,5 ug/ml de amoxicilina
y las tratadas con esa misma concentracion de antimicrobiano y PMN, no
hubo efecto sinérgico entre PMN y antibiético. Con concentraciones iguales
a fa CMI (2ug/mi) aparecit un sinergismo, como también describian algunos

autores con dosis sub-CMI (133, 134, 147, 148). Este sinergismo entre los
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componentes del sistema inmune y el antimicrobiano se iba acentuando a
medida que aumentaba la concentracién antibidtica y en este caso era
méaxima a concentraciones de 12 yg/ml, que fue la méxima dosis empleada
en este estudio. En otros casos también se observaba el mayor sinergismo a
concentraciones superiores a la CMI (135), pero no era siempre asi, y podia
obtenerse con dosis inferiores (134). Estas diferencias dependen,
principalmente, del dafno que producen ciertas dosis de antibidtico sobre la
bacteria, o bien, de la estimulacién provocada por determinadas
concentraciones de antibiotico sobre las células fagociticas del huésped.

En nuestro estudio se comprobdé que el efecto que producia el
antimicrobiano sobre ia bacteria haciendola mas sensible al ataque de los PMN
y del sistema inmune y obteniendose el maximo sinergismo, se conseguia con
dosis superiores a la CMI. El antimicrobiano por si s6lo a concentraciones
bajas, causaba poco efecto sobre la bacteria {fig. 13), de forma que su
cinética disminuyd ligeramente respecto al control, y tampoco provocé un
dano suficiente para que el ataque por los PMN fuera efectivo {fig. 14}. Esta
dosis de 0,b pg/ml era escasa para oObtener una buena actividad
antimicrobiana frente a esta cepa resistente, sin embargo dosis mas elevadas
actuaban de forma bactericida, tanto solas, como en mayor grado en
combinacién con los factores del sistema inmmune del organismo, de 10 que se
concluye que se necesitaban mayores concentraciones de antibiotico para

eliminar a las bacterias, y para que se observase un efecto sinérgico con los
PMN.

La combinacidon amoxicilina/clavuldnico, frente a esta cepa de serotipo
9, mejord el rendimiento antibacteriano si lo comparabamos con la amoxicilina
sola, de forma que los niveles de bacterias eran siempre mas bajos con la
combinacion antibidtica. Otros investigadores obtienen similares resultados

en estudios "in vivo" con neumococos {129}, o "in vitro" con cepas de S.
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aureus no productoras de R-lactamasas (149). Este efecto sobre S. aureus era

mayor cuando {a bacteria no estaba opsonizada, debido a que se producian
cambios morfolégicos o fisicoquimicos en la superficie bacteriana que la
hacian mas sensible o reconocible por los PMN en ausencia de opsoninas
{150). Aunque estos investigadores sugerian que el cido clavulanico era el
responsable de los mayores porcentajes de fagocitosis de los PMN, senalaban
que este efecto era dependiente de la cepa bacteriana utilizada en el estudio,
como también se deduce de nuestro trabajo, puesto que con las cepas
anteriores no se observaba dicho efecto. Esta diferencia causada por el
clavulanico podria explicarse, bien en un aumento de las lesiones que
provocaba el antibidtico a los microorganismos, o bien en un efecto directo
sobre los PMN. No hay referencias bibliograficas que revisen este udltimo
hecho, aunqgue si se ha comprobado que el acido clavulanico tiene una
afinidad diferente por las PBPs de ias que tiene ia amoxicilina, lo que podria
explicar que provocase unas lesiones mas generalizadas en la bacteria al
actuar en combinacion con la amoxicilina, de forma que se facilitase el
proceso de fagocitosis por los PMN.

Los porcentajes de fagocitosis eran mas altos que con amoxicilina sola,
sobre todo, en las primeras horas del ensayo. Con concentraciones elevadas
de antibidtico y en horas posteriores, donde la amoxicilina provocaba lesiones
suficientemente grandes a la bacteria, los porcentajes de fagocitosis se
igualaban en ambos casos, incluso eran mayores en ausencia de clavulanico.

El sinergismo con los PMN se observdé en todas las dosis

antimicrobianas utilizadas.

L.os mejores porcentajes de fagocitosis con cefotaxima se conseguian
con unas concentraciones de entre 0.5 y 4 yg/ml, es decir, a concentraciones
subinhibitorias o ligeramente superiores a la CMi como se habia comprobado

en otros ensayos {139, 142). El sinergismo con los PMN tampoco era més
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elevado con dosis mayores de cefotaxima.

La reduccién del nimero de bacterias con cefotaxima y neutrofilos
comienzo antes que con amoxicilina. Los porcentajes de fagocitosis también
fueron mayores que con amoxicilina a bajas concentraciones de
antimicrobiano. Con 2 pg/mi la cefotaxima seguia actuando de forma mas
eficaz. A partir de 4 ug/ml la amoxicilina disminuia mas la cinética de letalidad
bacteriana, y los porcentajes de fagocitosis eran mas elevados. Se distinguian,
por tanto, dos situaciones, una a concentraciones similares a la CMI donde
la cefotaxima actuaba mejor que la amoxicilina, y otra a concentraciones
superiores a la concentracién minima inhibitoria, donde ocurria el fendmeno
contrario. Mientras en casos anteriores los PMN y la amoxicilina se mostraban
mas eficaces que la cefotaxima, ahora con esta cepa de S. pneumoniae este
efecto no era tan patente. El grado de eliminacidn bacteriana por los PMN y
distintos antimicrobianos era claramente dependiente de la cepa bacteriana
empleada en el estudio. También se ha sugerido la importancia de las
diferentes especies de PMN utilizadas en el ensayo 1o que podria representar
alguna variacion en la velocidad de eliminacién de los microorganismos
tratados con un mismo antibiético, pero aunque esto pudiera causar algun tipo
de variacion, la causa principal de tales diferencias era la variabilidad existente
entre las distintas cepas microbianas empleadas en el ensayo {151), sobre
todo, como es nuestro caso al utilizar organismos grampositivos, donde las

discrepancias existentes son siempre mayores (152},

2.5 ESTUDIO DEL SINERGISMO

Los mecanismos por los que los antibidticos modifican la sensibilidad
del sistema de defensas del huésped frente a las bacterias son variados. No
se ha comprobado que antibidticos como amoxicilina y otras penicilinas

influyan de forma directa sobre los PMN, sin embargo, algunos B-lactamicos
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como cefotaxima y otras cefalosporinas pueden estimular el estallido
respiratorio de los PMN. En este (ltimo caso el aumento de la fagocitosis se
produciria mediante dos tipos de efectos, uno directo causado sobre los PMN
y otro indirecto causado sobre las bacterias, como ocurre en el caso de {a
amoxicilina.

En este estudio se comprobé que en la mayoria de los casos estudiados
{tablas 11-13) se producia un efecto sinérgico entre PMN y antimicrobianos
en la eliminacion de neumococos. Este resultado era diferente dependiendo
de cada molécula antibidtica y para cada cepa de neumococo. También habia
que tener en cuenta que dicho sinergismo no era dependiente de la reduccion
bacteriana que provocaba el antimicrobiano sobre las bacterias, ya que por
ejemplo con el serotipo 3 se observoé una gran reduccion bacteriana por causa
de Ila amoxicilina pero el sinergismo no era tan elevado como con otras cepas.
Ei sinergismo es un efecto caracteristico de la unidn antimicrobiano-neutréfilo
en la eliminacidn de la bacteria.

Podemos decir que en todos los casos estudiados existia un fenémeno
de inmunoestimulacion (excepto con alguna concentracion baja de
antimicrobiano), esto es, una estimuiacion del sistema inmune por parte de los
antibiéticos.

Hay que resaltar, como ha quedado demostrado en este estudio, gue
el efecto sinérgico, que hace aumentar {a eficacia del agente antimicrabiano
mejorando asi su potencial terapéutico, es un objetivo que se intenta
conseguir actualmente para todos los nuevos agentes antiinfecciosos. En esta
blasqueda incluso, se intenta asociar sustancias que tienen poder microbicida
con elementos que activen el sistema de defensas del organismo, como
pueden ser los factores estimuladores de colonias de granulocitos y
monocitos, ya gque un pequefo aumenio de la respuesta inmunoldégica,
ademas del efecto antimicrobiano de los antibiéticos, puede hacer traspasar

el umbral para la recuperacion en un proceso infeccioso, sobre todo en el caso
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de individuos inmunocomprometidos.
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Conclusiones

1. Ei efecto causado por los PMN sobre cada cepa de neumococo, en
presencia o no de antibiético, depende de su diferente interacciéon con Ia
fagocitosis y no de su sensibilidad a los antibidticos.

2. A través del andlisis de las cinéticas de crecimiento bacterianas
obtenemos una mayor correlacion entre 10s ensayos realizados "in vitro" y los
realizados "in vivo" y unos datos mas predictivos de la situacién real, que
unicamente con el estudio de las CMIs.

3. Amoxicilina se muestra mas eficaz que cefotaxima en {a eliminacion

de los serotipos 3, 6 y 9 de S. pneumoniae a concentraciones terapeuticas de

antibidtico. Concentraciones inferiores son mas propicias para la actuacion de
cefotaxima.

4. La amoxicilina junto con los PMN es mas efectiva en la eliminacion
bacteriana que la cefotaxima, excepto con bajas concentraciones de
antimicrobiano (0,5 y 2ug/ml) frente al serotipo 9.

5. Las concentraciones de antibidtico mas eficaces para favorecer el
efecto fagocitico de los PMN se corresponden con las menores dosis
ensayadas, ya que en la mayoria de los casos estudiados los porcentajes de
fagocitosis no se incrementan, en gran medida, al aumentar la dosis de
antimicrobiano.

6. Con todas las concentraciones superiores a la CMI de los
antimicrobianos utilizados se obtiene sinergismo entre los PMN vy los

antibioticos en la eliminacién de S. pneumoniae.

7. El grado de eliminacion bacteriana depende de las relaciones gue se
establecen entre los factores implicados en el proceso, sistema inmune, tipo
de antibidticos y concentracion de estos, y fundamentalmente del

microorganismo gue provogue dicho proceso infeccioso,
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