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Las cicactrices corneales son [a mayor causa de ceguera en muchos paises en desarrollo,

siendo 1a mayori das por ag infecci Ya que las infecciones corneales
bacterianas, pueden ser tratadas con los antibioti propiados; estas cicatri |
pucden ser prevenidas,

Estudios de diferentes paises en desarrollo incuido México, rep una alta incidencia de

bacteries pat6genss aisladas de llceras corneales; el exito del tratamiento depende de

muchos factores como sensibilidad bacteriana, i6n de antibiéticos, p ion del
antibidtico y defensas det huesped.
Datos experi! les han blecido que después de aplicacion topica, se pueden lograr

niveles terapéuticos de quinolonas en la pelicula lagrimal y cimara anterior; sin embargo en

Ia lit solo ap. D de Ofloxacina en el iento de queratitis

experi ! por Pseud y S. aureus.




40__MARCO TEQRICO .

241__ DEFINICJON DEL PROBLEMA:
La queratitis bacteriana rep una seria para la funcidn visual y por lo tanto se

constituye en una urgencia oftalmolégica. El ojo cuenta con diferentes mecanismos de
defenss (1), en primera linea tenemos e epitelio corneal que sitve como barrera natural a los

microorganismos (excepto a Neisserias, Corynebacterium y Listeria), la secrecion lagrimal

ademas de ejercer una funcién mecénica de barrido, posee propiedades antibacterianas

et d

o por las enzi e i globuli idas en ella. Sin embargo, estos

mecanismos pueden ser superados y los gérmenes lograr acceso pasa desarrollar infecciones.
Al haber una fesion del epiteli } quedan

¥

p capas mas profundas (Membrana

de B y 1) en las cuales s puede. alojar un germen, persistiendo e
incrementando {a lesion epitcliat, lo cual genera a una dicera comeal; cuando el germen logra
acceso al estroma y el epitetio sana, el cuadro se denomina un absceso estromal. Ambos

cuadros clinicos se encasilan en ¢l diagndstico de queratitis infecciosa.

Las vilceras comeales pueden tener etiologia muitiple, desde deficiencias de lubricacit

Y

posicion, daria & p inflamatorios de diversa indole, autoinmunes, asocindos &
enfermodad aistémica, ¢ infecciosas (bacterianas, micSticas, virales y parasitarias)

4

Entre las dlceras comneales infecciosas, las bacterianas son las mas frecuentes (S) en nuestro

medio los gérmenes mbs comunmente aislados son: Pseudomonas seruginoss,

Staphyl pidennis patdgeno y Streptococcus preumoniac; en pobiacidn de riesgo
como Ia constituyen Ios ususrios de lentes de contacto blandos y especizlmente de uso
' prolongado (3), ¢l agente patdgeno principal es Pseudomonas aeruginosa (2), especialmente

en corness no comprometidas (esto es sia uso de i o enfermedad comesl

¥

subyacente); dicho gérmen ¢s uno de los mis agresivos encontrindose clinicamente gran
cantidad de lisis y frecuentemente perforacion comeat (2,5).

10
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En infeccil lares de tipo oportunista el S, aureus es el germen causal mas frecuente
(2,6,17). Estos procesos infecciosos corncales constituyen una amenaza scria para 1a vision,

bien sea por €l mismo proceso inflamatorio que origing pérdida de transp i |

eal, ©

por is posibilidad de 36n i lar con las Sfi las que I se
presentan; por lo que este tipo de patologia debe ser iderado como una urgencia en
oftalmelogia

At _ANTECEDENTES

La actividad antibacteriana de Iss quinolonas se atribuye a la inhibicion de {a subunidad A de
fa enzima DNA girasa, uns toposoimerasa tipo II la cual controla ia replicacién de DNA en
In bacteria; In Ofloxacina puede tener un mecanismo adicional que posiblemente involucra fa
inhibicién de la subunidad B de esta enzima. La inhibicion de topoisomerasas eucaridticas
podria conferir propiedades mutagénicas a las quinolonas pero estudios in vitro e in vivo no
han probado este potencial mutagénico.

La Ofloxacing ¢s una quinolons fuorinada de nucva generacién, estructuralmente
relacionads con el dcido Nalidixico, con amplio esp de actividad antibacteriana contra
gram positivos y gram negativos; la acion inhibitoria minims (CIM 90) para

Ofloxacina se seporta entre 0.05 y 25 mg/l, y contra Pseudomanas entre 0.5 & 16 mg/l,
después de su administracion vis oral alcanza rapidamente su pico de concentracitn sérica y
altas concentnaciones en fluidos corporales (18).

El medio de cultivo, tamafio del indculo o suero tienen poca influenicia en la actividad de

Oftoxacina; peso I reduccién del pH o la p ia de orina st disminuyen su actividad, la

resistencia antibacteriana a medi no-quinolonas parece no influic ssobre Ia actividad

antibacteriana, peto en cepas resi ¢l kcido nalidixico se ha reportado disminucion de
su actividad,

11



Después de una dosis Gnica de Ofloxacina de 100 a 600 mg en sujetos sanos el 70-98% del

medicamento fué eliminado por orina sin alteraciones en 48 horas, pequefias cantidades de

desmetil oflaxacina y N-oxido ofloxacina han sido d das en algy sujetos; el tiempo
medio de eliminacion después de una dosis de 200 mg fué de 6 horas o mayor (tope 7.5 hs),
su farmacocinética se altera en paci con nefropati dando el pico sérico de
concentracién y aumentando el tiempo medio de eliminacion dependiendo de la gravedad de

1a alteracion renal, por to cusl en estos pacientes se debe realizar un ajuste de dosis.

Después de su administracién topica, los niveles detectados en lagrima exceden por mucho
la concentracién inhibitoria minima (CIM 90) ain después de 4 horas (4) y Ia concentracion
sérica es aproximadamente 1000 veces menor que la reportada después de una dosis oral
usual (300 mg); adicionalmente se ha d do por M etal, que es un

medicamento seguro para el epitelio ya que no afecta su proceso de cicatrizacién.

12



Ante el peligro que rep las infecci les b i pecial si

consideramos la creciente aparicion de cepas bacterianas resi a las modalidad

terapéuticas convencionales (7,13) y una demanda progresiva del uso de lentes de contacto

de uso prolongado lo cual i el numero de sujetos a riesgo (3,6,16,21), la necesidad

de nuevos ag anti-infecciosos se hace mis imperiosa.

Diferentes autores han planteado para el tratamiento de queratitis bacteriana, el uso de lentes

de contacto de colégeno (7,8,11,12,20), iontoforesis de medi (13,14) y el uso

tépico frecuente de colirio antibidtico (9,10)
Dentro del arsenal terapéutico, las quinolonas surgen como alternativa en el tratamiento de

infecciones por gérmenes que se conocen como agresivos y con facilidad de desarrollar

resistencia a antibidticos (7,14).

Estudios recientes han evaluado la absorcion sistémica de Ofloxacina topica y su
biodisponibilidad en la pelicula lagrimal encontrando que los niveles sistémicos son
extremadsmente bajos asi como su p ial de producir efectos dari demis los

niveles encontrados en lagsima son altos lo cual puede contribuir a una mejor efectividad

clinica (4); en model imales se ha reportado efectividad contra cepas de Pseudomonas

Aol R

aeruginosa en sensiblesy i a tobramicina (7,13,15).

13



Evaluar la efectividad de Ofloxacina tépica al 0.3% como medicamento Gnico en el

tratamiento de queratitis experimental por Pseud i y Staphyl
aureus.
42 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar [a susceptibilidad de S, sureus y de Ps. aeruginosa a Ofloxacina topica 0.3%
mediante cuantificacion bactesiana pre y postratamiento.

2.- Evaluar Ia evolucion clinica de fos grupos dos con Ofloxacina vs los dos con
placebo.

14



50 DISENO PE 1.4 INVESTIGACION

51___TIPQ DE INVESTIGACION: EXPERIMENTAL
52 _VARIABLES:

La variable principal a tomar en cuenta es Ia cuantificacion bacteriana en el tejido al terminar
el periodo de tratamiento; dentro de material y métodos se especifica Ja manera en que s¢
realizd dicha medida.

$3__GBUPQ DE ESTUDIO

Se incluyeron 16 conejos sanos de raza Nueva Zelanda Biancos con peso entre 2.5 y 3.0 kg,
del bioterio del Instituto de Oftalmologia. Se excluyeron conejos en los cuales no se logro
inducir queratitis bacterizna, o en los que se perford la comea durantre ef indculo; una vez

dentro del grupo de estudio no se eliminé ningun sujeto.

Los 16 sujetos se distribuyeron en 4 grupos a saber:

Grupo 1: Infectados con .S. aureus que recibieron solucion salina bat da tépica cads 30

minutos,

Grupo 2: Infectados con S. sureus que recibieron Oﬂoxxc;m 0.3% tépica cada 30 minutos.

Grupo 3: Infectados con Ps. aeruginosa que recibieron solucién salina bal da tépica
cada 30 minutos,
Grupo 4: Infectados con Ps, g que recibi Ofloxacina 0.3% tépica cada 30

minutos.



60 MATERIAL Y METODOS

Se tomd muestra de una cepa conocida tanto de S. aureus como de Ps. aeruginosa; para
incubarlas en caldo de tripticasa de soya (cts) durante 24 horas a 37 C, y posteriormente se
realizb centrifugacion a 2000 rpm durante 1 minuto; para cada cepa se realizo lavado de la
el sedi > en 3 ml de solucion buffer (sb), y

h . Aiand.
P

masa

centrifugandolo de nuevo (este procedimiento se repitié 3 ocasiones). Después del lavado se
suspendid nuevamente la masa bacteriana en 3 ml.de sb y se midi6 densidad éptica (d.o) a
una longitud de onda de 520 nm, obteniendo el valor que corresponde a su transmitancia;
posteriormente se realizaron diluciones sucesivas en logaritmo de 10, tomando de cada
dilucién, una muestra de 0.1 ml para cultivar en agar sangre (10 cajas) distribuyendola con
varilla de vidrio estéril; de tal manera que cada caja tenia una concentracion 10 veces menor
que la previa y 10 veces mayor que la siguiente. Las cajas se incubaron por 24 horas a 37
grados centigrados cuantificando dpticamente la caja con menor nimero de unidades
formadoras de colonias (ufc). Utilizando el método de regresién logaritmica se realizé el

calculo de !a concentracién bacteriana en la dilucion inicial a 1a longitud de onda y densidad

Sptica previamente anotadas.

1. R

Como sujetos experimentales se utilizaron 16 jos Nueva Zel sanos del

bioterio de! Instituto de Oftalmologia, con un peso entre 2.5 y 3.0 kg; los conejos se
anestesiaron con inyeccion intramuscular de clorhidrato de ketamina (30 mg/kg) y xilazina
(10 mg/kg), se les realizo membranectomia nictitante, y con aguja numero 30 se hizo indculo
intraestromal de 50.000 ufc (calculado de la suspension inicial) en ojo derecho de una cepa
de S. aureus o de Ps. aeruginosa (8 conejos por cada bacteria); aleatoriamente se escogieron
1a mitad para tratamiento tépico con Ofloxacina 0.3% cada 30 minutos, y la otra mitad sirvio
como control y recibié solucién salina balanceada (ssb) lé.pica cada 30 minutos (placebo); el

tratamiento se inicié 24 horas después del indculo y se aplico durante 24 horas.

16

AT e



-4

La evolucién clinica se d; o fi Afi Al finalizar el periodo de

los animales fueron sacrificados utilizando dosis letal de pentobarbital. Se extrajeron los
botones corneales con trépano de 7.5 mm (todos se obtuvieron dentro de la primera hora de
haber sido sacrificado el animal); los b se h i en3 mi deshbyse

realizaron cultivos cuantitativos Jos cuales se leyeron & las 24 horas de incubacion a 37 C,

los que en este tiempo fueron negativos se i incubando hasta letar 48 horas

L

para la lectura definitiva.

17



7.0 RESULTADOS

La racién de bacterias obtenida después del lavado de la masa bacteriana (previo al
indeulo) fue de 80 x 10(10) ufe/ml; por lo que fue necesario hacer el cilculo de la difucién

ia para ob una ion de S0 x 10(3) ufc en 0.05 ml (que fue el volumen
del indculo intraestromal).

Después de 24 horas de tratamiento Ia cuantificacion bacteriana en los botones fue:

Grupo 1: 28.54 x 10 (4) ufc/boton y 100% de cultivos positivos.
Grupo 2: 52.27 x 10(2) ufc/baton y 75% de cultivos positivos,
Grupo 3. 24.22 x 10{10) ufc/boton y 100% de cultivos positivos
Grupo 4: 100% de cultivos negativos después de 48 horas.

La evoluci6n clinica fue fa siguiente:
Grupo 1: 100% con infiltracién mayor de 1 cuadrante pero sin d le o per

Grupo 2: 100% con infiltracion menor de 1 cuadrante sin compli
Grupo 3: Infiltracion total de cormea 100% descemetocele S0% y perforacion 25%

Grupo 4: Infiltracién menor o igual & 3 cuadrantes 75%; infiltracién total y descemetocele |

25%

18



CUANTIFICACION BACTERIANA POST-TRATAMIENTO

TABLA No. 1
§. aureus
Control (ufc) Oft Ina (ufc)

1. 042 x 10* Neg.
) 2. 79.2 x 10* 11.9 x 10
3. 6 x 10 3 x10
4. 28.6 x 10* 6 x 10
Promedio  28.54 x 10* 522 x 10’

P> 0.05

ESTA TESIS MO DEBE

SAUR DE LA BIBLSIECA



CUANTIFICACION BACTERIANA POST-TRATAMIENTO

TABLA No.2

Ps. aeruginosa.

Control (ufc) Oftoxacins
1. 0.8t x 10° Neg.
2, 69 x 10 Neg.
3, 12 x 10° Neg.
4. 15 x 10" Neg.
Promedio 24,22 x 10" Neg,
P< 0.005




Para el anilisis estadistico se utilizo la prueba de chi cuadrado con correccién de yates.

El conteo bacteriano en el grupo de Ps. aeruginosa tratado con Ofloxacina t6pica 0.3%
present6 una disminucion estadisticamente significativa al comparario con el grupo infectado
con Ps. i que recibié placebo (p< 0.005).

La disminucién del conteo bacteriano en el grupo de S, aureus tratado con Ofloxacina tépica
0.3% al comparario con el grupo control, no evidencio significancia estadistica (p> 0.05)



20 DISCUSION

El éxito en el tratamiento de queratitis bacteri d de de muchos fi que incl

la susceptibilidad del gérmen, la concentrsacién del antibidtico, tiempo de contacto del
medicamento con la superficie comeal, penetracién y biodisponibilidad, asi como los
mecanismos de defensa del huésped.

Datos experi les han blecido que Ias quinol y en especial la Ofl

alcanzan niveles éuti decuados en la pelicula lagrimal después de aplicacion t6pica,

L Y

superiores 2 Ia CIM 90 (4); ademis diferentes autores como Hobden y Rootman (7,14)  han
encontrado en estudios in vitreo e in vivo, que las quinolonas son efectivas contras diversas
cepas de Ps. aeruginosa; Gritz (15) reporta alta sensibilidad a 1a Ofloxacina.

El presente estudio. mostrd una disminucién bacteriolégica significativa en ¢l grupo de S.

sereus, lo cual esté en di do con lo

por autores como Monk, quien reporta
mayor sensibilidad de cepas de S. aureus (18); clinicamente aunque en ¢l grupo de Ps.
acruginosa tratado con Ofloxacina hubo mucho menor incidencia de complicaciones (25%

. e y i rforacién) que en el grupo control, se presentd opacidad

' P )

cstromal por infiltracién en ¢l 100% de los casos; posiblemente debido a un indculo
bacteriano grande o tiempo prolongado entre el indculo y o i del jento; sin
embargo éstos parimetros fueron tomados de modelos experimentales previos (8).

Llama la atencitn [a pobre evolucién tanto clinica como bacteriolégica en el grupo infectado

con S. aureus ya que la matoriz de reportes coinciden en encontrar buena respuesta al

tr X con quinol y en especial con Ofl

q



100 CONCJUSIONES

Nuestros resultad fi que la aplicacion topica frecuentemente de antibidtico es un

buen esquema para el tratamiento de queratitis bacteriana, lograndose 1a inhibicion del
crecimiento tisular en cepas sensibles, a las 24 horas de tratamiento.

Después de utilizar Ofloxacina t6pica 0.3%, hubo decremento en [a cuantificacién bacteriana
tisular tanto para S, aureus como para Ps. acruginosa, sin embargo solo fué estadisticamente
significante en el grupo de Ps. acruginosa al comparario con el control.

En el grupode S. sureus, los sujetos tratados con Ofloxacina tépica 0.3%, mostraron solo
una leve mejoria despuds de 24 horas, al companarlo con aquellos no tratados.

En todas las ¢6 infectadas con Ps. gil se o idad ]

¥ ¥

importante; sin embargo los ojos tratados con Ofloxacina 0.3% después de 24 hons, no

desarrollaron complicsciones como d de o perforacion, lo cual implica

Lot Bl foneinnal

una evolucion clinica favorable con un mejor p

y
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1.0 _SUMMARY

To study the effectiveness of Ofloxacin 0.3% drops as only drug for the treatment of
experimental infectious keratitis (EK);
Sixteen New Zealand albino rabbits were intrastromally inoculated with 50 x 103 cfu of

Staphyl aureus or Pseud acrugi strains. After 24 hours of inoculation

the animals were randomly

igned on topical Oftoxacin 0.3% cvery 30 minutes during 24

hr. or in control group Photographs were sacrificed and comeal specimens were obtained.
The tissue was homogenized and guantitative cultures were done (logarithmic regression

hod). The Staphy! as group with placebo treatment presented a worse clinical and
bacteriological evolution with a media bacteriological OOLI;‘It (MBC) of 28.54 x 10 (4) cfis as
comared with the Sthaphylococcus Ofloxacin 0.3% treatment group were the MBC was
52.27 x 10 (2) cfu. (p>0.05). The Pseudomonas control group developed the worst clinical
and bacteriological response with 100% of stromal infiltration and in S0% of the cases
descemetocele or comeal perforation were developed. The MBC for this group was 24.22 x
10 (10) cfu per comneal sample. In the group with Offoxacin treatment the clinical evolution
was similar but without | complications as d le or perforation. The cul
were negative after 72 hs. (P<0.05). The results were statistically analized using Chi sq. with
Yates correction. The study showed in the Ps, aeruginosa Ofloxacin treatment group a

significant decrease in bacteriological count and clinical improvement without serious

complications. In the

L 4

| Staphyl comeal ulcers group the use Ofloxacin

did not show an important decrease in the colony counts or clinical improvement.

24
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