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RESUMEN

MENINGITIS MODEL

La mortalidad y morbilidad de la meningitis
bacteriana no habia variado de forma significativa
en los Ultimos afios a pesar del uso de potentes
antibioticos. En las ultimas décadas se han utili-
zado ampliamente varios modelos bien estanda-
rizados, especialmente el de meningitis neumo-
cocica en conejos y el de Haemophilus influenzae
en ratas. Gracias a ellos se ha podido avanzar en
dos grandes aspectos: un mayor conocimiento de
la fisiopatologia de las meningitis bacterianas, y
especialmente de algunas etiologfas, y el avance
en el estudio de posibilidades terapéuticas, muy
importante desde la aparicion de la resistencia a
la penicilina y a otros antimicrobianos.

El modelo més utilizado es el de Dacey y San-
de. En él se utilizan conejos blancos de Nueva
Zelanda que son anestesiados con ketamina y xi-
lazina, y a los cuales se les coloca sobre el craneo
una pieza metalica protegida y fijada por un cas-
co de cemento acrilico. Veinticuatro horas des-
pués los animales son anestesiados de nuevo y
son colocados en el aparato de estereoataxia,
donde quedaran inmovilizados gracias a la pieza
metélica que se les habia colocado previamente.
Se introduce una aguja de puncién lumbar en la
cisterna magna y se inoculan en el espacio sub-
aracnoideo Streptococcus pneumoniae u otro mi-
croorganismo o sustancia que se desee estudiar.

Dieciocho horas después los conejos son anes-
tesiados de nuevo con uretano y fenobarbital y
son colocados otra vez en el aparato de estereoa-
taxia. Se introduce un catéter intravenoso en la
vena marginal de la oreja y se extrae una muestra
de liquido cefalorraquideo pretratamiento. Poste-
riormente se pueden administrar las dosis de tra-
tamiento y extraer muestras seriadas de liquido
cefalorraquideo segln los esquemas prefijados.
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Mortality and morbidity of bacterial meningitis
had not changed significantly in the last years
despite the use of potent antibiotics. In the last
decades, several models well standarized have
been used, specially the rabbit model of pneu-
mococcal menigitis and the rat model of Haemo-
philus influenzae meningitis. With the use of the-
se models the study of several aspects of the
physiopathology of bacterial meningitis, specially
in some etiologies, and the study of different the-
rapeutic possibilities, specially important since
the breakdown of penicillin resistance have been
possible. The most currently used model is the
Dacey and Sande model which uses New Zea-
land white rabbits. The animals are anesthetized
with ketamine and xylazine and a dental acrilic
helmet is afixed to the calvarium. This metalic
piece is needed to fix the rabbits to the stereoata-
xic frame. Twenty-four hours later the animals are
anesthethized again and fixed to the stereoataxic
frame. A spinal needle is introduced to the cis-
terna magna and S. pneumoniae or other micro-
organism or substances are inoculated into the
subaracnoidal space. Eighteen hours later the
animals are anesthethized again with urethane
and phenobarbital and placed again in the frame.
A intravenous catheter is instaured in the margi-
nal ear vein and a pre-treatment CSF sample is
taken. During the next hours the different thera-
pies are administered and several CSF samples
are taken at different time points as scheduled.
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Introduccion histérica

La utilizacién de modelos animales de menin-
gitis experimental se ha extendido en las Ultimas
3 décadas debido a la necesidad de estudiar as-
pectos no bien conocidos de la meningitis bacte-
riana. En los Ultimos afios, y a pesar de la apari-
cion de potentes y eficaces antibioticos, no ha
disminuido de forma notable la mortalidad de
esta enfermedad y especialmente de la meningi-
tis neumocdécica; esta Ultima etiologia es la que
presenta una mortalidad mayor entre los patége-
nos mas frecuentes. Los modelos de meningitis
neumocacica experimental han sido fundamen-
tales para conocer su fisiopatologia y los aspec-
tos relacionados con su mayor capacidad de ge-
nerar respuesta inflamatoria. El segundo aspecto
importante para el que se han utilizado los mo-
delos de meningitis ha sido el estudio de nuevas
posibilidades de tratamientos antibiéticos, espe-
cialmente necesarios desde la aparicion de la re-
sistencia de Streptococcus pneumoniae a la pe-
nicilina y a otros antibiéticos.

Los primeros modelos que podrian correspon-
der a meningitis experimental datan de finales del
siglo x1x. Al mismo tiempo que se describieron los
tres principales patégenos meningeos, se realizd
la inoculacioén directa de liquido cefalorraquideo
(LCR) de pacientes afectados de meningitis a
animales para establecer la posible etiologia y
para comprobar los postulados de Koch!. Asi se
establecit el papel etiolégico para Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidisy S. pneumo-
niae en la meningitis bacteriana y se estudiaron
diversas modalidades terapéuticas como el uso
de antisuero?, lavado subaracnoideo con agentes
antisépticos?® o enzimas proteoliticas. Finalmen-
te, a partir de los aflos cuarenta se inicié el uso de
antibioticos.

A lo largo de estos afios, se han utilizado una
amplia variedad de modelos que usaban diferen-
tes animales incluyendo ratas, cobayas, conejos,
gatos, perros, cabras y monos. Se han estudiado
una larga variedad de microorganismos como
meningococo, neumococo, H. influenzae, ente-
robacterias, etc., y muy diversas vias de produc-
cion de la meningitis. Los intentos de reproducir
la meningitis mediante inoculacién intravenosa
de bacterias fracasaban a menos que las menin-
ges fueran alteradas antes de la inoculaciéon?.
Otras vias que se intentaron fueron intranasal®,
intragastrica, intraperitoneal, intrasinusal, intra-
orbitaria, subdural o intratecal. La via intracister-
nal se fue situando como la que con mayor fiabi-
lidad producia meningitis experimental. Esta
técnica se utilizd por primera vez en 1913¢y pos-
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teriormente se ha confirmado como altamente re-
producible en multiples estudios. El principal in-
conveniente de esta via es que la infeccion se
produce por inoculacién directa y no por disemi-
nacion hematégena, que es la via mas frecuente,
presentando una patogenesia artificial. Asi mis-
mo, puede existir una mortalidad por lesion di-
recta de estructuras de sistema nervioso en la
puncion.

Los estudios mas importantes realizados con
estos modelos han sido con neumococos, H. in-
fluenzaey enterobacterias. Se ha podido crear un
modelo en conejos practicamente para todos es-
tos microorganismos, mientras que el uso de ani-
males de gran tamafio se ve limitado por el cos-
te, y el de animales de pequefio tamafio por la
limitacion en el nimero de muestras de LCR que
se pueden obtener. Este modelo en conejos reu-
ne, ademas, la ventaja de su facil manejo, coste
bajo y un volumen suficiente de LCR para com-
probar la respuesta a los tratamientos antibiéticos
y determinar la concentracion bacteriana.

Modelos de meningitis experimental

Modelo de meningitis neumocdcica
en conejos

El modelo de meningitis experimental que se
ha impuesto con el paso de los afios es el de Da-
cey y Sande’. Este es el que més ha contribuido
a avanzar en el conocimiento de la fisiopatologia
de la meningitis bacteriana y en el estudio de las
nuevas posibilidades terapéuticas. Ha sido am-
pliamente utilizado para estudiar la meningitis
neumocaécica pero también la meningitis por H.
influenzae'y por Escherichia coli.

Se utilizan conejos blancos de Nueva Zelanda,
preferentemente hembras (porque tienen menos
requerimientos de anestesia), de 2 kg de peso.
Los animales deben llegar al estabulario por lo
menos una semana antes de ser utilizados para
permitir su adecuada aclimatacion. Pueden dis-
poner de agua y pienso sin restricciones.

La primera fase necesaria para utilizar el mo-
delo consiste en una pequefia intervencion qui-
rurgica para la colocacion de una pieza fijada a
la calota craneal de tal manera que permita la su-
jecion al aparato de estereoataxia. Es necesaria
la presencia de dos personas, una que realizara
la cirugfa en condiciones de asepsia: bata, guan-
tes, mascarilla, gorro, etc., y un ayudante que
preparara al animal y que colaborara para man-
tener la asepsia. Al iniciar el procedimiento pue-
den utilizarse 0,5 ml de diazepam subcutéaneo
para tranquilizar al animal y que permita la ad-
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ministracion de la anestesia. Como anestesia se
utilizan 35 mg/kg de ketamina y 5 mg/kg de xila-
zina i.m.

Una vez el animal esta completamente dormi-
do, se rasuran la cara externa de las orejas y la
calota craneal, y se desinfectan con povidona yo-
dada. Se coloca el animal sobre el campo quirur-
gico previamente preparado, se cubre con una
talla fenestrada y se procede a la pequefia ciru-
gia. Se realiza una pequefia incision de 2 cm so-
bre el eje longitudinal del créneo, a la altura del
cruce de suturas 6seas. Se separa el periostio y
con la ayuda de un perforador se realizan cuatro
pequefios agujeros sobre la calota craneal, sin
atravesar completamente el diploe. Estos peque-
flos agujeros se sitlan equidistantes y aproxima-
damente a 5 mm del cruce de suturas. Se fijan
4 tornillos metalicos que serviran para guiar la co-
locacion de una horquilla metalica, provista de
una rosca donde posteriormente podra fijarse un
vastago. Una vez colocados los tornillos y la hor-
quilla se cubre todo con cemento acrilico. Este
cemento, habitualmente de uso en odontologia,
puede obtenerse comercialmente. El cemento se
obtiene mezclando un polvo y un liguido mo-
mentos antes de su utilizacién, formando una
masa que se moldea con las manos y se coloca,
formando un cubo, sobre las piezas metalicas fi-
jadas a la calota craneal de tal manera que cubra
todos los metales y la herida quirlrgica. Este
cubo de cemento acrilico, que sélo deja libre la
rosca donde se fijara el vastago, se endurece de
inmediato, lo que aumenta de forma importante
su temperatura. Cuando estd completamente
duro, se enfria bajo un chorro de agua corriente.
Se recuesta el animal y se mantiene en observa-
cion hasta la completa recuperacion de la anes-
tesia, momento en el que puede ser devuelto a la
jaula, hasta el dia siguiente.

A partir de las 18 h de la cirugia, puede proce-
derse a la inoculacion. Los animales son aneste-
siados de nuevo con ketamina y xilazina. Se colo-
ca un vastago metalico enroscado en la pieza que
se habia fijado sobre la calota craneal. Esta pieza
metdlica sera la que servira para fijarlo al aparato
de estereoataxia de tal manera que el conejo po-
dréa permanecer en la misma posicion, sentado
con el cuello erguido y el craneo en la orientacion
que se precise para realizar la puncion lumbar. El
aparato consta de un segundo brazo articulado al
que se fijara la aguja de puncion lumbar y que
permitird acercarla y realizar la puncion de forma
controlada en el punto que se desee. Este punto
se determina previamente por palpacion. Se de-
sinfecta la zona del cuello con alcohol e inmedia-
tamente se pincha con una aguja de PL de 25 G

que se introduce en la cisterna magna hasta no-
tar una suave resistencia. Habitualmente se ex-
traen unos 200 wl de LCR inmediatamente antes
de realizar la inoculacion. Para las extracciones y
la inoculacioén se utilizaréan agujas de insulina de
1 ml que se pueden acoplar a la aguja de puncion
lumbar (PL) tras retirar el fiador. Se puede mover
la aguja con la ayuda del brazo donde va fijada. La
inoculacion en el espacio subaracnoideo se rea-
liza, asf mismo, en 200 pl de liquido. Se puede
inocular el microorganismo causante de la me-
ningitis que se desee estudiar, sustancias de las
que se desee conocer su actuacion en el LCR,
etc. S. pneumoniae es el microorganismo que ha
sido objeto de estudio con mayor frecuencia.

Dieciocho horas después la meningitis estara
totalmente establecida. En el modelo mas clasi-
co es el momento de iniciar el tratamiento. Los
conejos son anestesiados de nuevo con uretano
(1,75 g/kg subcutaneo) y se coloca un catéter in-
travenoso (pediatrico) en la vena marginal de la
oreja. Asi se podra suplementar la anestesia con
fenobarbital (5 mg/kg i.v.). Se colocan de nuevo
los animales en el aparato de estereoataxia y se
extrae una muestra de LCR pretratamiento. Se
administra entonces la primera dosis de antibio-
tico; las dosis siguientes se administran a dife-
rentes intervalos seglin el esquema prefijado que
dependera de la farmacocinética del antibiético,
entre otros aspectos. A partir de aqui se podran
realizar extracciones seriadas de LCR cada hora,
cada 2 h o segln el esquema horario que se haya
definido para cada experimento, dependiendo de
los datos que sea necesario conocer. En los ex-
perimentos de tratamiento se suelen mantener
24 048 hy se extraen muestras de LCR a las ho-
ras prefijadas. En los experimentos en los que se
estudia el efecto de una sustancia, la extraccion
de muestras dependeré del disefio. Las muestras
de LCR pueden procesarse para realizar todo tipo
de determinaciones microbiolégicas y bioquimi-
cas. Las més usuales son recuento de células,
concentracién de proteinas y acido lactico, culti-
vo directo y cuantitativo, concentraciones de an-
tibiético y poderes bactericidas en el picoy en el
valle.

Cuando ha finalizado el experimento los ani-
males son sacrificados con una sobredosis de fe-
nobarbital. Para determinar la presencia de ede-
ma cerebral como un parametro inflamatorio mas
puede extraerse el cerebro abriendo la calota cra-
neal; se pesa y tras secado durante una semana
en estufa a 100 °C se determina el peso seco. El
edema cerebral se expresa como g de agua por
100 g de peso seco. Si el experimento se prolon-
ga durante 24-48 h conviene hidratar al conejo
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con 20 ml de suero, glucosado y fisiolégico a par-
tes iguales, que puede administrarse por via sub-
cutanea cada 12 h. Asi mismo, conviene vigilar la
situacion de los conejos vy, si es preciso, sacrifi-
carlos antes de finalizar el tiempo prefijado cuan-
do aparecen signos de sufrimiento.

Modelo de meningitis por Pseudomonas
aeruginosa en cobaya

Este modelo ha sido desarrollado reciente-
mente en el Laboratorio de Infeccion Experimen-
tal del Hospital de Bellvitge por J.M. Maiques
para poder estudiar la accién de meropenem en
la meningitis por P. aeruginosa, ya que este far-
maco no puede utilizarse en conejos. Se utilizan
cobayas Hartlem hembras de 400-500 g. Los
animales llegan al estabulario la semana previa al
experimento y permanecen en observacion bajo
la supervisién de un veterinario, durante todo
este tiempo. El procedimiento se inicia con la
anestesia, para cada animal (400-500 g) se uti-
liza una combinacion de 0,1 ml de xilacina
(4 mg/kg) y 0,3 ml de ketamina (30 mg/kg) que
se administran por puncién intramuscular en la
nalga (aguja de 26 G). Esta combinacion deja ra-
pidamente anestesiado al animal en menos de
2 miny sus efectos se prolongan durante una
hora, tiempo necesario para su manipulacion, sin
que se hayan observado secuelas posteriores.
Una vez que el animal ya ha sido anestesiado, se
le rasura el dorso de cuelloy la calota con una ra-
suradora eléctrica y después se le desinfecta la
zona con un soluciéon de povidona yodada.

La inoculacion de las bacterias se realiza en
una campana de flujo laminar y por medio de un
equipo de infusién de aguja fina (27 G) con ale-
tas (Valu-Set 27 G 3/8 0,4 x 10). Con una mi-
cropipeta se toma una muestra de 100 .l del
volumen del indculo bacteriano previamente pre-
parado que se inyecta dentro del tubo del equi-
po. Después se conecta una jeringuillade 1 ml, y
con la presion del émbolo se lleva la columna de
liquido hasta la base de la aguja. Con un rotula-
dor se marca en el tubo el punto hasta donde lle-
ga el extremo de dicha columna. Se localiza por
tacto la hendidura occipito-atloidea en la nuca
del cobaya y se introduce la aguja del equipo de
infusién hasta la cisterna subaracnoidea. Se sabe
que se esta en el sitio adecuado porque al aspi-
rar con el émbolo de la jeringa se extrae LCR del
animal. En ese momento se introduce lentamen-
te el volumen del in6culo bacteriano. Finalizado
este proceso los animales son depositados en
jaulas apropiadas y alojados en una camara am-
biental de presion negativa, especial para la es-
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tabulacion de animales infectados y potencial-
mente contaminantes. Se vigila que se recuperen
bien de la anestesia y se les proporcionan agua y
pienso. La respuesta inflamatoria a la infeccion
inducida se desarrolla suficientemente en tan
s6lo 4 h, tiempo que se considera adecuado para
iniciar los procedimientos terapéuticos objeto de
estudio. A partir de este momento se puede pro-
ceder a la administracién de los antibiéticos. Los
antibioticos seleccionados se reconstituyen con
una cantidad de diluyente adecuado para que el
volumen del preparado administrado sea seme-
jante en todos los casos (0,4-0,5 ml). Este volu-
men se administra por via intramuscular en la
nalga del animal con una jeringuilla de 1 mly una
aguja de 26 G.

En el momento en el que deben obtenerse las
muestras, los animales son anestesiados con la
misma combinacion de xilacina y ketamina men-
cionada anteriormente. Después, por puncién
cardiaca directa se obtienen entre 5y 10 ml de
sangre y por la misma via se administra 1 ml de
pentotal sédico que provoca la muerte instanta-
nea del animal.

Por cada animal empleado tan sélo es posible
obtener una muestra biolégica. La sangre se ob-
tiene por la puncion cardiaca directa ya mencio-
nada. El LCR se obtiene, inmediatamente des-
pués de la administracion del pentotal, por
puncién en la cisterna magna con el mismo equi-
po y por un procedimiento semejante al emplea-
do en la inoculacion. De esta forma se consigue
obtener entre 50 y 300 wl de LCR, que se distri-
buyen en alicuotas en tubos de Eppendorf para
su posterior andlisis. La extraccion del cerebro
precisa de una pequefa intervencion quirdrgica
y conviene hacerla en condiciones de esterilidad.
Con ayuda de un bisturi y unas pequefias pinzas
de diseccion se diseca la piel, la aponeurosis y el
periostio de la zona de la calota. Con un taladro
manual se practica un agujero en la confluencia
de las suturas interparietal y frontal; a través de
este agujero se introduce la punta de unas pin-
zas y por traccion se desarticulan los huesos de
la calota dejando expuesta toda la superficie ce-
rebral. Se vuelca el craneo y con un bisturi se
secciona el cerebro a la altura del tronco, depo-
sitandolo en un recipiente estéril. En este mo-
mento se pueden tomar muestras para cultivo de
la superficie meningea del interior del craneo con
un escobillén de algodon.

Modelo de meningitis por H. influenzae en ratas

Este modelo fue descrito por Moxon et al8. Se
utilizan ratas Sprague-Dawley de 5 dias de edad



MODELO DE MENINGITIS

y H. influenzae serotipo b. Sin necesidad de
anestesia previa se inoculan 107 unidades for-
madoras de colonias (UFC) en 0,1 ml mediante
la insercion de una aguja de 24 G en las fosas na-
sales y con una jeringa Hamilton. Hay que tener
especial cuidado en no lesionar la mucosa. Se
produce posteriormente la presencia de bacte-
riemia que condicionara la siembra meningea. La
positivizacion de los cultivos de LCR se produce
aproximadamente a las 48 h. Este modelo ha
sido ampliamente utilizado en los estudios de pa-
togenia de meningitis puesto que reproduce mas
fielmente la de la infecciéon humana, pero no es
tan (til para el estudio de eficacia antibittica
puesto que al ser un modelo con un animal de
pequefio tamafio permite obtener una muestra
reducida del LCR.

Otros modelos

Un modelo basado en el anterior pero con ino-
culacién orogastrica se ha desarrollado para es-
tudiar la meningitis por E. colP. Otros modelos
que se desarrollaron en su dia pero que no se
han impuesto incluyen un modelo de meningitis
por H. influenzae en primates!©, un modelo de
meningitis neumocadcica en conejos que utiliza la
via hematdgenall, y precisa el pase previo de la
cepa S. pneumoniae por peritoneo de raton, y
realizar una puncioén en la cisterna magna para
administrar mucina. Se produce la meningitis por
siembra hematégena a partir de la bacteriemia
en un 80 % de los conejos aproximadamente.

Ventajas y limitaciones del modelo

Los modelos experimentales con animales per-
miten plantearse e investigar problemas que son
muy dificiles de estudiar en humanos, como son
los mecanismos por los que las bacterias pe-
netran en la barrera hematoencefélica y sus efec-
tos sobre la misma, los mecanismos de defensa
en el LCR y su dinamica, el papel de multiples ci-
tocinas en la cascada inflamatoria, el posible pa-
pel de anticuerpos monoclonales o antagonistas
de sustancias en el tratamiento de la meningitis,
etc. Asi mismo, pueden ayudar a disminuir el na-
mero de ensayos clinicos antes de la utilizacion
de un nuevo farmaco.

En el caso del modelo de meningitis neumo-
cécica en conejos también pueden considerarse
ventajas su facil manejo, su coste bajo y el hecho
de poder tomar muestras seriadas de LCR con
un volumen suficiente para realizar diversas de-
terminaciones bioguimicas o microbiolégicas en
cada punto horario en el mismo animal. Esto es

una gran ventaja cuando se estudia la respuesta
a antibidticos nuevos o combinaciones de las que
no existe experiencia.

La principal limitacién de este modelo es su
patogenia artificial. Reproduce mas fielmente la
patogenia de una meningitis neumocécica “de
foco contiguo”, como seria la secundaria a la
presencia de una fistula de LCR o de otitis o si-
nusitis aguda, pero no la que se produce por
siembra hematégena a partir de un foco de neu-
monia o desconocido.

Otra limitacién viene dada por la posibilidad de
tener mortalidad afiadida por puncién directa de
estructuras del sistema nervioso central (SNC) al
intentar la puncién de la cisterna magna.

Otros modelos, especialmente los que utilizan
animales pequefios, tienen el inconveniente de
no poder obtener mas de una muestra en el mis-
mo animal y tener que sacrificar a grupos de ani-
males distintos en cada punto horario para cono-
cer la evolucion en el tiempo. El modelo que
utiliza primates estéa limitado, obviamente, por el
coste.

Avances en la fisiopatologia de la meningitis
bacteriana

Los estudios realizados con el modelo de me-
ningitis por H. influenzae en ratas fueron realiza-
dos en su mayoria en las décadas de los setenta
y ochenta, y permitieron estudiar los mecanismos
de defensal?, contribuyeron a los conocimientos
previos para el desarrollo de la vacuna®3 y es-
tablecieron el papel del complemento en el en-
fermedad invasival4. El modelo de meningitis
neumocacica en conejos con inoculacion intra-
venosa se ha utilizado para estudiar los cambios
hemodinamicos que genera la enfermedad?® y
para describir con detalle la inflamacion en el es-
pacio subaracnoideolt. También se realizaron
con él estudios sobre el efecto de metilpredniso-
lona en los parametros inflamatorios.

El modelo de Dacey y Sande ha sido utilizado
para estudiar el papel del complemento y de las
inmunoglobulinas, que presentan un déficit rela-
tivo, importante en una infecciéon donde los anti-
cuerpos especificos y el complemento serfan
esenciales para la opsonizacion de los patégenos
meningeos encapsulados y para conseguir una
fagocitosis eficaz. También se han realizado es-
tudios sobre la dinamica del LCRY, la penetra-
cion de antibioticos en el LCR!8y los diversos me-
canismos que influyen en la misma (estado
“inflamatorio” de la barrera, peso molecular de la
sustancia, grado de ionizacion, solubilidad en li-
pidos, fijacion a proteinas, etc.).
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Un capitulo muy interesante lo constituyen los
experimentos, llevados a cabo por diversos gru-
pos, encaminados a conocer la respuesta infla-
matoria en la meningitis neumocécica y por H.
influenzae. En la infeccion neumocécica se ha
logrado demostrar que los polisacaridos capsula-
res no son inflamatorios y que si lo es la pared ce-
lularl®20 y dentro de ésta el 4cido teicoico, que
es capaz de generar pleocitosis, aumento de la
concentracion de proteinas en el LCR y edema
cerebral. En la meningitis por H. influenzae se ha
demostrado que este papel generador de res-
puesta inflamatoria corresponde al lipopolisaca-
rido?!. Se ha demostrado que esta endotoxina ge-
nera las alteraciones citoquimicas el LCR, altera
la circulacion cerebral, aumenta la presion intra-
craneal y produce edema cerebral. La presencia
de estos productos bacterianos en el espacio
subaracnoideo estimula la liberacién de media-
dores de la inflamacién en el LCR, entre ellos el
factor de necrosis tumoral y la interleucina
1p%223, Jos metabolitos del 4cido araquidonico, el
factor activador de las plaquetas??, otras interleu-
cinas, proteinas inflamatorias del macréfago (MIP
1y MIP 2), prostaglandinas, etc.25. Toda esta
cascada ha podido dibujarse gracias al modelo,
realizando experimentos que incluyen la demos-
tracion de concentraciones elevadas de determi-
nadas citocinas después de la inoculacion de
bacterias vivas, de pared celular o lipopolisacari-
do, o estudiando la respuesta producida por la
inoculacién intracisternal de estas citocinas con
0 sin antagonistas o anticuerpos.

Otro punto de la fisiopatologia que ha permiti-
do estudiar los modelos es la activacion de los
leucocitos polimorfonucleares®. Estos se adhie-
ren a receptores especificos de las células endo-
teliales y liberan productos téxicos que lesionan
las células endoteliales, provocan un aumento
progresivo de la separacion entre las finas unio-
nes de las células y aumentan la formacién de
vesiculas pinociticas. La consecuencia es lo que
se conoce como apertura de la barrera hemato-
encefélica. Cuando todos estos mecanismos, la
activacion de la cascada de citocinas y mediado-
res, de las células endoteliales y de los leucoci-
tos, y el consiguiente aumento de permeabilidad
de la barrera hematoencefalica, se han desenca-
denado, se producen el edema cerebral y el au-
mento de la presion intracraneal?’. En el modelo
experimental se ha podido demostrar como el ini-
cio del tratamiento antibiético, especialmente con
betalactdmicos, con su destrucciéon masiva de
células bacterianas, provoca la exposiciéon de
gran numero de “piezas” bacterianas, como la
pared celular neumocécica, capaces de desen-
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cadenar la respuesta inflamatoria y, asi, ésta se
ve multiplicada al iniciarse el tratamiento antibio-
tico. Se ha podido demostrar este aumento en los
modelos experimentales por E. coli, H. influenzae
0 S. pneumoniae®®2°. Toda esta vision de la fi-
siopatologia y de los efectos del tratamiento an-
tibidtico llevaron a pensar en nuevas estrategias
terapéuticas que incluyan, ademas de los anti-
bidticos, tratamientos encaminados a modular la
respuesta inflamatoria. Los experimentos que se
han realizado incluyen el uso de sustancias que
blogueen a los mediadores de la inflamacién
como anticuerpos antilinterleucina 1 o antifactor
de necrosis tumoral; de momento no se han con-
seguido resultados concluyentes como para im-
ponerse en la clinica, excepto el uso de dexame-
tasona en determinadas etiologias®. También del
conocimiento de la multiplicacion de la cascada
inflamatoria que se ha visto anteriormente nace
la recomendacion, hoy dia plenamente acepta-
da, de administrar la dexametasona inmediata-
mente antes del inicio del tratamiento antibidtico.

Avances en el tratamiento de la meningitis
bacteriana

Los modelos también se han utilizado para es-
tudiar la actividad de los antibiéticos en el LCR, la
forma de administracion méas adecuada, intermi-
tente respecto a perfusion continua, la necesidad
de utilizar antibitticos bactericidas, asi como la
necesidad de conseguir concentraciones de an-
tibidticos de 10 a 20 veces superiores a la con-
centracion minima bactericida (CMB)3L.

Se han evaluado un amplisimo nimero de tra-
tamientos con el modelo de meningitis experi-
mental en conejos, entre los que se incluyen pe-
nicilinas de todo tipo, cefalosporinas de diversas
generaciones, aminoglucésidos, cloramfenicol,
glucopéptidos, antiflngicos, etc.

Ademas de estudiar su posible eficacia en la
disminucién de la concentracion bacteriana o es-
terilizar el LCR, habitualmente se puede estudiar
el porcentaje de penetracion, la presencia de si-
nergia en una combinacion antibiética, etc. Las
cefalosporinas de tercera generacion, que tanta
importancia tienen actualmente en el tratamien-
to de las meningitis bacterianas, fueron amplia-
mente evaluadas antes de su aparicién y en los
primeros afios con los modelos de meningitis ex-
perimental, y demostraron cumplir los criterios de
conseguir concentraciones en el LCR que exce-
dia de 10 a 20 veces la CMB32, Como un avance
muy significativo, conseguian poderes bacterici-
das en el LCR de 1:64 en situaciones de infec-
cién por enterobacterias.
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Con la aparicion y extensiéon mundial de la re-
sistencia del neumococo a la penicilina 'y a las
cefalosporinas de tercera generacion, el modelo
de meningitis neumocdcica en conejos se ha re-
velado como un gran instrumento y se ha utili-
zado ampliamente para evaluar posibles alterna-
tivas terapéuticas, entre las que se encuentran
estudios comparativos de diversas cefalospori-
nas, evaluacion de nuevas quinolonas33, gluco-
péptidos con rifampicina34, estudios de combi-
naciones de betalactamicos y glucopéptidos,
especialmente ceftriaxona y vancomicina33, be-
talactamicos (ceftriaxona, cefotaxima, amoxicili-
na o cefpiroma3®3¢ y rifampicina), betalactami-
cos con fosfomicina3®36, evaluacion de nuevos
glucopéptidos con y sin ceftriaxona3’-38, etc. En
general, casi todos los nuevos antimicrobianos
que se cree que puede tener un papel en las
infecciones por grampositivos se evaltan con
el modelo de meningitis neumocaécica experi-
mental3®,

Otro grupo importante de experimentos es el
que ha permitido demostrar la alteracion que
produce el uso de dexametasona en la penetra-
cion de determinados antibioéticos en el LCR, es-
pecialmente la vancomicina, cuya concentracion
disminuye®04L,
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J.M. GATELL: ;La penetracion y la farmacocinéti-
ca de los antibiéticos en el liquido cefalorraqui-
deo (LCR) del conejo se considera que es simi-
lar a la humana, o bien se debe determinar o
aplicar algun tipo de ajuste? Lo comento pues-
to que en humanos el aclaramiento del antibié-
tico en LCR suele ser bastante lento.

C. CaABELLOS: En general la mayoria de antibiéticos
presentan los mismos problemas o ventajas en
nuestro modelo que en humanos. La penetra-
cion de los betalactamicos y los glucopéptidos,
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por ejemplo, es relativamente baja pero nor-
malmente suficiente, al igual que ocurre en hu-
manos. Una excepcion es la del meropenem,
que debido a que el conejo carece de la enzima
dihidropeptidasa, imposibilita su estudio en este
animal. Habitualmente, en conejo se obtiene un
pico de concentracién de antibiético en el LCR
alas 2 h. Estudios realizados con antibiéticos de
semivida mas larga, como los empleados en
humanos cada 24 h, suelen evidenciar también
en el conejo concentraciones plasmaticas a las
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24 h, aunque la semivida plasmatica se reduce
un par de horas.

J.M. MIr6O: Has comentado que vuestro grupo
esta desarrollando un modelo de meningitis en
cobaya, jpor qué habéis escogido este animal
en lugar del conejo?

C. CABELLOS: Porque lo que queriamos estudiar
era la meningitis por Pseudomonas y alternati-
vas a su tratamiento, y los antibiéticos carbape-
némicos, Como meropenem y sus combinacio-
nes, no se pueden utilizar en el conejo. Por ello,
buscamos otro modelo. Conociamos un mode-
lo muy sencillo pero limitado, puesto que con-
siste en la puncioén directa en la cisterna mag-
na, la posterior comprobacién de que hay
liquido y finalmente se inocula directamente,
sin el empleo de ninguna otra tecnologia. Tan
solo se obtiene una Unica muestra a estudiar
(de LCR, de cerebro y un cultivo de la superfi-
cie de la meninge).

F. Marco: ;Cuél es tu opinién sobre el futuro de
las nuevas quinolonas, trovafloxacino, gemiflo-
xacino, etc., para el tratamiento de la menin-
gitis?

C. CaBELLOS: Se dispone de datos sobre clinaflo-
xacino con este mismo modelo y funcioné muy
bien. Estamos corroborando actualmente estos
datos con clinafloxacino y con cepas de las
nuestras. También se ha estudiado alguna otra
de las nuevas quinolonas y parece que funcio-
nan bien, lo que presupone que se ha resuelto
el problema de la penetracion que presentaban

las primeras quinolonas. Si surgen problemas
de resistencias habra que estudiar combinacio-
nes de antibidticos, de las cuales las mas reco-
mendables son los betalactamicos o glucopép-
tidos con rifampicina, o bien betalactamicos
combinados con glucopéptidos.

J. GAVALDA: Querria plantear dos cuestiones rapi-
das; en primer lugar, ;se comprueba fehacien-
temente también que estas combinaciones de
glucopéptidos y betalactamicos son sinérgicas
in vitro? La otra cuestion es si se han producido
problemas con los cobayas en la administracion
de antibiéticos, puesto que es conocida la posi-
ble induccién de colitis seudomembranosa en
algunas cepas de estos animales.

C. CaBELLOS: Hemos demostrado la eficacia de las
combinaciones estudiadas pero no se analizé la
existencia de sinergia ni en su concepto clasico
ni segun la definicion gue se ha comentado en
discusiones previas. Unicamente se demostré
sinergia con una cepa de las que utilizé Mc-
Cracken en uno de los experimentos. En cuan-
to a la segunda pregunta, y de momento, no
han aparecido problemas de colitis en el mode-
lo de Pseudomonas con ceftacidima, merope-
nem y tobramicina. Esto podria explicarse al tra-
tarse de un modelo practicado en un corto
periodo de tiempo, ya que se sacrifican los ani-
males a las pocas horas de iniciado el experi-
mento. Probablemente si tuvieran que mante-
nerse durante largos periodos de tratamiento
podrian aparecer este tipo de problemas.
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