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-, ASCClacioN PARA
EVITAR LA CEGUERA
EN MEXIZO

RESUMEN: <

Se desarrolld un modelo animal de iilcera corneal producida por
Pseudomona, con objeto de valorar la cantidad de ufc, capaz de producir una
lesion wtil para probar diferentes antibidticos y su respuesta terapeiitica. Se
inocularon 20 ojos en 20 conejos pigmentados, con 15,000 ufc (unidades
Jormadores de colonias) de una cepa de Pseudomona Aeruginosa, elastasa y
proteasa alcalina positiva. Los ojos contralaterales, se inocularon con 150,000 ufc
de la misma bacteria, permitiendo una evolucion de 24 horas. El tratamiento fue
aplicado en forma tipica por 24 horas, cada 2 horas en ambos ojos asignados en
Jorma ciega y aleatoria, graduando la queratitis pre y post-tratamiento.

Los antibicticos utilizados fueron : Gentamicina, Tobramicina, Ceftacidima,
Pefloxacima y un compuesto de polimixina-B, Neomicina y Bacitracina, no
encontrdndose diferencia estadisticamente significativa.

INTRODUCCION:

Axenfeld en 1908, menciona por primera ocasién a la Pseudomona
aeruginosa como un patdgeno ocasional en distintas infecciones oculares,
especialmente en algunos abscesos corneales anulares; mientras Duke Elder (1)
menciona apenas 100 casos de tlcera corneal por dicha bacteria en la literatura
mundial, la mayor parte asociadas al uso de soluciones contaminadas para lentes de
contacto bien los mismos lentes de contacto contaminados. La evolucion de tales
casos ha sido vertiginosa y Liesegang afirma que las ilceras bacterianas mds
comunes en el sur de los Estados Unidos de Norteamérica, son las causadas por
Pseudomonas aeruginosa, asi como el patdgeno corneal mas virulento (2,3). Las
cepas mds virulentas se caracterizan por una rapida destruccion del epitelio y del
estroma corneal(4), que se acompafia de hipopidn en cdmara anterior y secrecion
conjuntival amarillo verdosa en cantidad abundante. La respuesta al tratamiento es
de pobre a moderada, pero frecuentemente evoluctonan a la perforacién dada la
gran y rdpida destruccién proteica atribuda a la produccién de proteasas de estas
bacterias (5,6).

Todo este proceso no es posible si no existe un trauma corneal previo (5),
que favorezca la adherencia bacteriana a la superficie corneal. Esta aseveracion ha
determinado que en modelos experimentales previos (7), se buscara la lesion



epitelial y la aplicacidn superficial del indculo bacteriano en forma de gotas. Estos
modelos no ofrecieron resultados del todo reproducibles, por lo que en 1976
Kupferman y Leibowitz desarrollan un modelo por inoculacion directa del estroma,
el cual probd ser mucho mds reproducible (8). En este trabajo se utiliza una
modificacién a este modelo, con objeto de buscar un modele graduable y
facilmente reproducible, que al mismo tiempo permita estudiar la eficacia del
tratamiento a antibiéticos variados.

MATERIAL Y METODOS:

Se utiliza una Pseudomona aeruginosa, cepa Habs, serotipo I; productora de
elastasa y proteasa alcalina; la cual se incubd por un periodo de 24 horas en agar
soya tripticasa, y diluida en un mismo medio hasta alcanzar una absorcion de 660
nm inicialmente, con lo cual se logré una equivalencia a 1,500,000 ufc (unidades
formadoras de colonias) por ml, y los cuales se inocularon después de dos horas,
posteriores a este periodo de inoculacion en la forma que se describird
posteriormente. Previamente se realizaron CMI (concentraciones minimas
inhibitorias) in vitro para los siguientes antibidticos: Amikacina 4mcg/ml,
Gentamicina 2 meg/ml, Tobramicina 1 meg/ml, Netilmicina 4 mcg/ml, Piperacilina
8 mcg/ml, Carbenicilina 32 mecg/ml, Ceftriaxona 8 mcg/ml, Ceftacidima 2 mcg/ml,
Cefoperasona 2 mcg/ml, Cefotaxima 8 mcg/ml, Ciprofloxacima 0.59 u/ml,
Norfloxacina 4.35 ug/ml, Pefloxacima 4.48 ug/ml.

Para obtener una concentracion final de 15,000 ufc, se procedid a hacer
dilucion a partir de la solucién con 1,500,000 ufe, con solucidn salina isotdnica, se
procedio a hacer el indculo con una microjeringa con aguja calibre 30, en forma
intraestromal, bajo visién directa utilizando un microscopio Topcon OMS 50. La
liberacion de el indculo fué en varios trazos intraestromales, en ojos derechos de 20
conejos sin lesion epitelial y a los cuales previamente se les tomé muestra de la
flora pre-existente, tifiéndose este frotis con Hematoxilina y Eosina. Los animales
que se utilizaron fueron encontrados sanos en el segmento anterior y utilizados sin
considerar su edad y sexo, el peso promedio de los animales oscilé entre 2.1 y 3.3
kgs. En todos los casos fueron tranquilizados utilizando Ketamina 60 mgs por via
intramuscular e Hidrocloruro de Xilacina en dosis de 270 mgs como anestésico,
utilizando la misma via intramuscular. Se utilizé ademds instilacion conjuntival de
Tetracaina al 0.5 mg/ml, previa colocacién de un blefardstato.

A las 96 horas post-inoculacion, los conejos fueron divididos en grupos con
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4 conejos cada uno (5 grupos en total), aplicAndose 2 gotas cada dos horas por
espacio de 24 horas de los siguientes antibidticos:

a).- Polimixina B 500,000 U + Neomicina 175 mgs y
Bacitracina 2.5 mg/100 ml.

b).- Tobramicina 0.30 mg/100 ml.

c).- Gentamicina 0.30 mg/100 ml

d).- Pefloxacima 10 mg/ml

e).- Ceftacidima 50 mg/ml

Estos dos ultimos medicamentos fueron preparados a partir de soluciones
para uso parenteral, diluyéndose en 10 cc de Alcohol polivinilico. Todos los grupos
fueron administrados en forma ciega y aleatoria, tratando solamente de agrupar las
lesiones en grupos semejantes, de acuerdo a su severidad.

Utilizando la misma metodologia se aplicé en ojos izquierdos un indculo con
150000 ufc, y por su agresividad se requirié iniciar e} tratamiento a las 24 horas de
inoculado,

Todos los animales fueron sacrificados a las 24 horas de haber sido iniciado
el tratamiento. El meétodo para sacrificar los conejos fué la inyeccion
intraperitoneal de 0.063 g/ml de pentobarbital sddico.

El grado de queratitis fué considerando los siguientes parametros:

0= ningtin cambio

1= nubécula

2= \ilcera absceso menor de la mitad de la cornea

3= absceso llcera que cubre toda la cornea, sin hipopién y
4= dafio corneal total, con panoftalmitis usualmente.

Después del tratamiento se gradud el cambio en la queratitis de la siguiente
forma:

a).- sin cambio

b).- mejora

¢).- importante mejora

d).- sin restos de infeccion.



Cabe sefalar que sOlo los dos primeros autores calificaron el grado de
mejoria, no difiriendo en mds de un niimero en ningtin caso.

El andlisis de significacién estadistica se realizé por medio de un modelo
unidireccional de varianza, ya que se utiliz&6 a cada ojo en forma
independientemente, como modelo de un solo ojo, asi como por existir mas de un
tratamiento; tomando a p menor de 0.05 como estadisticamente
significativo.(10-11)

RESULTADOS:

El grupo a fué asignado a la combinacién de Neomicina, Polimixina y
Bacitracina; el d a Pefloxacima, el b a Tobramicina, el ¢ a Gentamicina y el e a
Ceftacidima.

Los conejos 1 a 4 correspondiercn al grupo a, los conejos 5 a 8 al grupo d,
los conejos 9 a 12 al grupo b, los conejos 13 al 6 al grupo ¢ y por ultimo los
conejos 17 al 20 al grupo e.

En el indculo de 15,000 ufc, a las 96 horas del indculo, se obtuvieron los
siguientes resultados:

TABLA # 1
# DE OJOS CAMBIO GRADO

ninguno

lesiones pequerias
microabscesos
casos con abscesos
abscesos francos en
el sitio de puncidn.

WM
W)W O

Dentro de los 7 conejos calificados con grado O, solo tres no tuvieron
absolutamente ningliin cambio, ya que posteriormente los conejos 3 y 20
desarrollaron ambos conjuntivitis, con abundante secreciéon verdosa, el conejo 15
posteriormente desarrolld una queratitis grado 1 y finalmente el conejo mimero 18
un absceso puntiforme.
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En los 7 conejos con queratitis grado 1, la distribucién de los casos es segtin
se enumera a continuacion:

El conejo 1 desarroild un microabsceso, el conejo 2 desarrollé microabsceso,
aunque desaparecid la queratitis, el conejo 5 permanecié estable, mientras que el
conejo 6 desarrolld un absceso, los conejos nimero 13 y 17 progresaron a un grado
2, sdlo que en el caso 17 en que ademds habia bandas de fibrina en la cdmara
anterior, por ultimo el conejo 19 hubo progreso de la lesion hasta desarrollar
vascularizacion corneal superior. Recordemos que los conejos 1 y 2, fueron
tratados con Neomicina-Polimixina y Bacitracina, el 5 y 6 con Pefloxacima, el
conejo nimero 13 fué tratado con Gentamicina, los conejos 17 y 19 fueron tratados
con Ceftacidima. En el grupo de conejos con una queratitis grado 2, no se
observaron cambios ostensibles en los conejos nimero 10,12 y 14 (éste ultimo
mostraba ademas un absceso corneal central), siendo los dos primeros tratados con
Tobramicina y el ultimo con Gentamicina. Finalmente el conejo 4, el 11 y el 16,
continuaron con un absceso central a pesar del tratamiento con
Polimixina-Neomicina y Bacitracina, Tobramicina y Gentamicina respectivamente.

Respecto al modelo de 150000 ufc, a las 24 horas del indculo corneal, solo
los conejos 1 y 6 no mostraron cambios de queratitis, ni siquiera en otras 24 horas
después. Sdlo el conejo nimero 3 desarrolldé una queratitis grado 1, el cual
progres6 a prado 4 con  hipopién, a pesar del (tratamiento con
Polimixina-Neomicina y Bacitracina.

De la misma forma, sélo los conejos 9 y 13 una queratitis grado 2, el
primero progresando a un grado 3, y el segundo progresando a un absceso y
presencia de hipopion, alin con el tratamiento con Tobramicina y Gentamicina
respectivamente.

Cinco conejos desarrollaron una queratitis grado 3; el 5,7,12,17 y 18, todos
ellos progresando a un grado cuatro e incluso dos de ellos evolucionaron a
perforacion (conejos 5 y 17); independientemente que el tratamiento de los dos
primeros fué Pefloxacima, el nimero 12 Tobramicina y los dos iltimos
Ceftacidima. Los 9 conejos restantes desarrollaron queratitis grado 4, los cuales
progresaron en el desarrollo de hipopién, mientras que los conejos 8,15 y 17
evolucionaron a perforacién central a pesar de los diferentes tratamientos
instaurados.



Por ultimo, vale la pena mencionar el 50% de los conejos desarrollaron
conjuntivitis a las 24 horas, con abundante secrecién amarillo verdosa, sélo los
conejos 9,15,18 y 19 presentaron mejora en éste pardmetro, el primero con
Tobramicina, el segundo con Gentamicina y los dos ultimos con Ceftacidima.

No fué posible realizar cultivo de la flora pre-inoculacién, pero en la mayoria de
los casos (50%) se encontraron bacilos Gram negativos; en 6 fué negativo a
bacterias y 4 presentaron cocos Gram positivos (el conejo 20 presenté flora mixta
Gram + y -); mientras que en el conejo 4 v coexistieron Moraxella con bacilos
Gram negativos.

DISCUSION:

La administracion tdpica de antibidticos, es la principal via de
administracion, asi como la mds practica para el tratamiento de infecciones
bacterianas de la cornea (8); sin embargo, Baum y colaboradores (15) en un estudio
publicado en 1983, encontraron que para alcanzar las concentraciones adecuadas
de Gentamicina por via topica, se debe administrar cada 15-30 minutos, comparada
con la via subconjuntival subetenoniana que solo requiere aplicacién una vez al
dia, realizada por personal calificado y cooperacién del paciente; pero también se
demostré que no es necesario alcanzar los picos de concentracion alcanzados con
ésta via con respecto a la actividad bactericida. Resultados similares fueron
encontrados por Golden (16) y Oakley (17), quienes demostraron asimismo que el
sitio de aplicacién subconjuntival no establecia diferencia importante; éste iltimo,
también demostrd que la aplicacién intramuscular de la Gentamicina no era
adecuada para alcanzar concentraciones satisfactorias en humor acuoso y en vitreo.

Con respecto a la Tobramicina, Davis(18) y Punnell (19) comprobaron la
mayor eficacia de la via tépica que la subconjuntival o intramuscular, haciendo
énfasis en el inicio temprano de éste antibidtico. Ningiin estudio ha demostrado la
eficacia de la admisnistracidon tépica asociada a via subconjuntival o
intramuscular.,

Con lo que respecta al modelo experimental, numerosos autores
(7,9,20,21,22) han utilizado la técnica de Cignetti, que consiste en provocar una
abrasion corneal con una cucharilla de chalazién en epitelio y estroma, con el fin
de depositar una gota de una suspension de Pseudomona aeruginosa, sin embargo;
adolecian de numerosos defectos como el no reportar el mimero de colonias
utilizadas (ufc) y por lo tanto, con una gran variabilidad intra y trans experimental,



lo que en general, no permite la extrapolacién y comparacién adecuada con otros
trabajos. Es hasta 1976 que Kupferman y Leibovitz (8) idearon un método en que
es posible cuantificar la cantidad uniforme de ufc que se inoculan y que hacen la
comparacion con otros autores posible. Nosotros realizamos algunas variaciones a
éste respecto, basicamente conservando el epitelio integro y aplicando el indculo
en varios trayectos intraestromales, asi como diferentes cantidades administrados
desde 1000 hasta 250,000 ufc .

En nuestra experiencia y con el afian de uniformar el modelo, sélo se inoculd
10 microlitros de la suspensidon de Pseudomona, independientemente de su
concentracion. Parece ser que el modelo de 15,000 ufc es mucho mds graduable,
siendo posible observar cada una de las etapas en forma independientemente y
pausada, a fin de valorar en forma m4ds objetiva la posibilidad de antibidticos en
forma profiléctica.

Con lo que respecta al modelo de 150,000 ufc, pensamos que para los fines
de nuestra investigacion y los objetivos de la misma, no es muy iitil, al menos con
nuestra cepa en particular, ya que mostré ser muy agresiva y de evolucién muy
rdpida, que no permite en todo caso evaluar la antibidticoterapia. El desarrollar un
modelo con éstos fines entonces debera ser con una cantidad intermedia.

En ésta experiencia inicial no se observé ninguna ventaja de algin
antibidtico, lo cual ya ha sido reportado en otros casos (23,26). A pesar de que se
intentd dividir las lesiones de acuerdo a similaridad ante los diferentes antibidticos,
parecerd que la Pefloxacima, fué el tnico antibidtico con mejor efecto sobre la
queratitis, aunque no tuvo un resultado estadisticamente significativo. Al revisar
articulos recientes y publicaciones de trabajos presentados en ARVO (24,25), se
demostraron mayores efectividades de las fluoroquinolonas a bajas dosis
comparadas con la Gentamicina, especialmente la ciprofloxacima y la
Oofloxacima.

El uso de la Pefloxacima en el presente estudio se debi6 a estar disponible
en éste pais. La Gentamicina y su efecto benéfico ha quedado bien demostrado en
estudios en que se ha comparado contra aminoglucdsidos como Eritromicina, bien
antibiéticos como Carbenicilina y Ticareilina (1,7,14,20,22,26).

Smolin y cols. (21) mostraron una ligera ventaja de la Tobramicina sobre la
Gentamicina, sin demostrar diferencia  estadisticamente  significativa,



recomendando evitar la asociacion con esteroides, ya que atin resuelta la queratitis
se han demostrado recidivas en algunos casos.(1,14).

De reciente asociacion son los beta-lactdamicos tipo cefalosporinas, los cuales
entre mads reciente generacion tienen mds efectos sobre las enterobacterias,
teniendo la ventaja de penetrar y lograr mayor concentracion en el humor acuoso
(28).

Es sorprendente que dada la relativa frecuencia de queratitis por
Pseudomona, no se hayan realizado estudios demostrativos y vilidos sobre
antibidticos que resulten en definicion de criterios para su uso. Creemos que en el
momento actual el antibidtico de eleccidn en un caso de queratitis por
Pseudomona siguen siendo los aminoglucésidos reforzados en forma tdpica.
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