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1. INTRODUCCION

Desde hace dos décadas las combinaciones de antibidticos constituyen una
practica comun en el tratamiento empirico inicial de las infecciones graves,
basandose en su superioridad o mayor efectividad sobre el tratamiento con un solo

agente antimicrobiano (monoterapia) (Moellering, 1983).

Los fundamentos de su utilizacion se estructuran en tres apartados:
1. Incremento de la actividad bactericida y de la rapidez de la lisis bacteriana
2. Prevencion del desarrollo de resistencias bacterianas durante el
tratamiento
3. Aumento de la actividad antimicrobiana en pacientes de alto riesgo
(inmunodeprimidos), en espera de la informacién microbiolégica (Rahal,
1983).

La principal base farmacologica para el uso de combinacion de antibioticos
radica en disponer de combinaciones de antimicrobianos con un elevado grado de
actividad; es decir, conseguir mantener durante largo tiempo concentraciones
plasmaticas altas, por encima de las CMI de los microorganismos patégenos
causantes de estas infecciones. De esta forma se logra un incremento significativo
de la actividad bactericida, elemento de influencia significativa y de mayor correlacion

con la mejor respuesta terapéutica y su mejor evolucion (Fantin, et al., 1991).

2. ANTECEDENTES



2.1. GENTAMICINA

La Gentamicina es un antibidtico aminoglucésido obtenido a partir de la
Micromonospora purpurea. Este antibiotico es producto de la mezcla de tres
fracciones. La sal mas comun es el sulfato. Es hidrosoluble y relativamente
termoestable. Su mecanismo de accion es a dos niveles; en la membrana celular, al
fijarse en receptores presentes en la membrana celular ocasiona un trastorno en la
permeabilidad de la misma provocando la salida de liquidos y substancias nutritivas;
a nivel de sintesis de proteinas, se une a la fraccién ribosomal 30s alterando la
funcion del RNAm.

La gentamicina es Util contra una gran variedad de bacterias, entre las cuales
destacan E. coli, especies de Proteus, Rhodococcus equi, Staphylococcus aureus
especies de Pseudomonas, Klebsiella y Pasteurella. A pesar de su eficacia in vitro,

no tiene accion importante in vivo contra especies de MycopOlasma.

Se ha combinado con Ampicilina o Amoxicilina, siendo de esta forma de gran
utilidad contra Heamophilus suis, Actinobacillus pleuropneumoniae y especies de
Pasteurella. La gentamicina es utilizada en gran cantidad de procesos infecciosos

incluyendo infecciones de las vias urinarias y respiratorias.

2.2. TILOSINA

La Tilosina es un antibiotico perteneciente al grupo de los macrolidos, de uso
exclusivo en Medicina Veterinaria. Se caracteriza quimicamente por poseer un anillo
lactona sumamente grande en su estructura. Estos macrdlidos son glucdésidos, en los
que la lactona esta unida a dos azlcares, uno de los cuales es una amino-azucar.
Este macrolido al igual que los demas macrdlidos se obtiene de una cepa de

Streptomyces fradie, aislada del suelo (Sumano, 1997).



La Tilosina es activa frente a agentes Gram-positivos, con especial accion
sobre Mycoplasma gallisepticum S6. También actla frente a algunos agentes Gram-
negativos, espiroquetas y leptospiras. Las bacterias sensibles a la tilosina son
principalmente Mycoplasma spp., Bordetella, Staphylococcus aureus, Klebsiella,

Pseudomonas, Streptococcus, Salmonella, Clostrodium, entre otros.

La Tilosina se considera bacteriostatico, su mecanismo de accion se lleva a
cabo afectando la produccién proteinica, al inhibir la funcion de la subunidad
ribosémica 30s. Se une a las proteinas plasmaticas y tiene un alto grado de
liposolubilidad. Gracias a esto, tiene una amplia distribucion en los fluidos corporales
y los tejidos animales. A mostrado efectividad contra Neumonia enzodtica, procesos

respiratorios con complicacion micoplasmica, agalaxia, pleuroneumonia.

El tartrato de tilosina es eficaz en la prevencidon o el tratamiento de la
enfermedad crénica respiratoria. Asimismo es util la administracion de tilosina
después de aplicar las inmunizaciones o de cualquier tipo de tension.

2.3. Tylo Combisone®

Tylo Combisone® es una asociacion antibiética, antinflamatoria vy

antihistaminica especifica en el tratamiento de infecciones bacterianas de toda

etiologia, que involucren asimismo procesos inflamatorios o alérgicos.

Cada 100 ml de solucién contiene:

Tilosina tartrato 159
Gentamicina sulfato 69
Dexametasona 21 fosfato 0.0265 g
Clorfenamina maleato 0.750 g

Esta descrito como una solucion inyectable acuosa sobre la base de dos antibiéticos,
uno de amplio espectro y un macrélido. Asociados con un antinflamatorio
glucocorticoide y una antihistaminico de uso sistémico. Los antibiéticos presentes en

Tylo Combisone® proporcionan un tratamiento sinérgico eficaz en el tratamiento de



infecciones relacionadas con agentes sensibles a la Tilosina y la Gentamicina. La
concentracion sanguinea de la Tilosina alcanza su maxima concentracion sanguinea
después de 3 o 4 horas de su administracién. La Gentamicina es un antibiético
aminoglucdésido bactericida de amplio espectro.

La combinacién de ambos antibiticos proporciona un amplio espectro de
accion contra:

e Micoplasmas.- M. hyosinoviae, M. hyopneumoniae, M. agalactiae, M.
hyopneumoniae

e Gram positivos.- Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Erysipelothrix
rhusopathiae, Corynebacterium spp., Clostridium spp.

e Gram negativos.- Campylobacter coli, Neisseria spp., Sherophorus
necrophorus, Actinobacillus spp., Pasteurella spp., Klebsiella pneumoniae,

Enterobacter aerogenes entre otros.

2.4. Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneuminae, son cocos gram-positivos. Son bacterias ubicuas
transmitidas por portadores de los gérmenes que causa infecciones en los seres
humanos y los animales. La neumonia y la septicemia del ternero de pocas semanas
de edad son infecciones clasicas causadas por este agente. El curso de la
septicemia es generalmente sobreagudo con terminacién mortal después de unas

semanas (Jakes, 1985).

Las bacteremias (con la implicacion del pulmén y del bazo) son las
presentaciones clinicas mas comunes de los terneros. Entre los antibibticos la
penicilina, ampicilina (o amoxicilina) aparecen ser los mas eficaces. Como
alternativos hay que considerar a los macrélidos (eritromicina, tilosina). Sabemos por
medicina que la asociacion de penicilinas y aminoglucosidos (estreptomicina,

gentamicina) son sinérgicas (Jakes, 1985.)



2.5. MODELO EXPERIMENTAL

La evaluacion de regimenes terapéuticos en modelos experimentales de la
estreptococosis debe considerar otras combinaciones sinérgicas En el presente
estudio, utilizamos un nuevo modelo de ratones para comparar la actividad
antibacteriana y la eficacia clinica de la combinacion Tilosina mas Gentamicina (Tylo
Combisone) con la administracion individual (monoterapia) de la Tilosina y la
Gentamicina. La Tilosina fue elegido porque, al igual que otros macrolidos su MICs
contra Streptococcus pneuminae se extiende entre 0, 01 y 0,5 ug/ml (Moellering,
1983), y la mayoria de las cepas son eliminadas por concentraciones de < 1 ug/mi
(Jakes, 1985).



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MICROORGANISMOS (Streptococcus pneumoniae)

La cepa de Streptococcus pneumoniae usado en el actual estudio fue aislada de
un ternero con un cuadro neumonico, identificado con el sistema API 20 Strep (Bio-
Mérieux S.A. - France) y se probd su sensibilidad con la determinacién de MICs, para

Gentamicina (0.12 ug/ml) y para Tilosina (0.25 ug/ml).

Las bacterias fueron cultivadas en el medio de placas de agar sangre y se

cultivaron una colonia durante toda la noche en medio de infusién cerebro corazon.

Para la infeccion, 50 ul de ese cultivo, fueron diluidos en 10 ml de medio fresco e
incubados a 37°C durante toda la noche, y suspendido de nuevo en solucion salina
al 0.9% que se utiliz6 como el inoculo. La exactitud del tamafio de inoculo fue

confirmado por cultivos cuantitativos para cada experimento.

3.2. MODELO DE INFECCION EN RATONES

El modelo utilizado es una modificacion del modelo de la meningitis streptococcal
del grupo B en las ratas infantiles descritas previamente (Kim et al., 1995; Leib et al.,
1996). Los ratones que pesaban entre 18 a 22 g de diferentes sexos fueron
infectadas por la inyeccion directa intramuscular en los dos muslos con 0.1 ml de una
suspension de 5 x 10% a 1 x 10° CFU de Streptococcus pneumoniae en solucién

salina estéril usando una aguja 23-gauge.



Foto N° 1y 2. Aplicacion de S. pneumoniae en ratones en el muslo

Después de la infeccion, los ratones fueron devueltos a sus jaulas. A las 2 h
después de la infeccion, se tomaron muestras de sangre extraida por el seno

retroorbital y se cultivaron para cuantificar Streptococcus pneumoniae en septicemia.

El tratamiento fue iniciado 2 h después de la infeccion, y los animales recibieron
los antibidticos por 2 dias consecutivos (es decir, recibiendo cuatro inyecciones
antibidticas). Los ratones fueron sacrificados por la inyecciéon intraperitoneal del
pentobarbital (200 mg/kg) 24 h después de la Udltima inyeccion de antibioticos o

cuando entraron en agonia.

3.3. ADMINISTRACION DE ANTIBIOTICOS

El Sulfato de Gentamicina pura al 65.8% en polvo, Tartrato de Tilosina pura al

92.7% en polvo y la combinacion Tilosina + Gentamcina (Tylo Combisone®), al 15%

y 6%, respectivamente fue proporcionado por Agrovet Market S.A. - Perd.

Los animales fueron seleccionados al azar formando grupos para recibir

compuesto salino que fue el Grupo Control (C) y los que recibieron los principios



activos formandose el Grupo de Tratamiento Tilosina + Gentamicina (T+G), Tilosina
(Ti) y Gentamicina (Gt) . Todos los antibiéticos fueron disueltos o diluidos en agua
estéril y fueron inyectados via intraperitoneal en un volumen del 100 pl. La tilosina
fue dosificada en 15 mg/kg, la gentamicina en la dosis de 6 mg/kg y la combinacién
Tilosina+Gentamicina (Tylo Combisone®) 15 mg/kg + 6 mg/kg, administrados dos

veces por dia.

Foto N° 3y 4. Dilucién de Tylocombisone

Foto N° 5. Aplicacién del Antibidtico Tylo Combisone
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3.4. CULTIVO BACTERIANO

Inmediatamente después de muerte o del sacrificio, con ayuda de material
quirargico (pinzas, bisturi y tijeras) se extrajeron los muslos del ratén y los pulmones,
separando la piel, luego cortando el musculo y los pulmones, por separado, en
pequefos trozos se llevaron a un mortero de porcelana estéril, afiadiéndole 9 ml de
solucion salina (dilucion 1:10 del numero de bacterias en el muslo) y homogenizando

durante 3-5 minutos con arena de mar estéril.

Foto N° 6y 7. Extracciéon del Muslo

A continuacion se tomo el sobrenadante del mortero y se procedié al recuento
de microorganismos. Las cuentas bacterianas en sangre fueron determinadas por
cultivo no diluido (0,1 ml) y por diluciéon en serie de la muestra de sangre. Los
resultados fueron expresados en logl0 CFU por gramo del tejido con un limite de
deteccion de 20 CFU/g. Para la sangre, las cuentas bacterianas fueron expresadas
como logl0 CFU por mililitro, con limites de deteccion de 10 y 100 CFU/ml,

respectivamente.
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Foto N° 8y 9. Machacado y Extraccion del Sobrenadante

3.5. EVALUACION CLINICA

La severidad clinica de enfermedad fue evaluada en cada animal 20 h
después de la infeccion y desde entonces dos veces al dia hasta la muerte. La
escala fue calificada a partir de 0 a 5 como sigue:

Muerte del Animal

Estado de Coma

Enfermedad Severa. Letargia sin ambulacion

Enfermedad Moderada. Evidencia de Respiracion Abdominal, forzada
Enfermedad Leve o Minima.

o~ N PO

Actividad Normal. Comportamiento y Ambulaciéon normal
El tiempo de supervivencia fue determinado como el tiempo entre la infeccion

y la muerte espontdnea o el momento de sacrificar después de la terminacién de la

terapia antibidtica (es decir, 48h de tratamiento con todos los regimenes).

12



Foto N° 10. Ratones con Actividad Normal

Foto N° 11. Ratén muerto

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados fueron expresados como media + la desviacion estandar.
Las comparaciones entre los grupos fueron realizadas por analisis de varianza
unidireccional. En caso de que hubiese significancia (P < 0,05), esto fue seguida por
la prueba de Newman-Keuls para comparaciones de parejas. Las proporciones

fueron comparadas por la prueba exacta de Fisher.
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4. RESULTADOS

A las 20 h después de la infeccion del intramuscular (muslo), los ratones
enfermaron, con muestras de la actividad reducida (véase la tabla 1), pérdida de
peso (que no excede el 2% del peso corporal) y con neumonia documentada con el

examen macroscopico y resultado de cultivo de la muestra del pulmon.

Todo animal sacrificado en H20 (n = 13) era bacterémico (media 2,64 el £ 0,17
log10 CFU/mI). Al mismo tiempo, las muestras del musculo y del pulmén exhibieron
altos titulos bacterianos (musculo 7,8 + 0,7 logl0 CFU/g; pulmén 6,7 + 0,6 logl0
CFU/qg) (véase Tabla N° 2).

4.1. ACTIVIDAD IN VIVO

Todos los animales que se trataron con la combinacién Tilosina +
Gentamicina (TG) (Tylo Combisone®) sobrevivieron con la duracion completa de la
terapia (P < 0,05) comparado con los animales del Grupo Control (C). Los tiempos
de supervivencia fueron también los mas largos para la combinacién Tilosina +
Gentamicina (Tylo Combisone®), siendo de 48 horas, aunque el tiempo mas corto
fue para los animales del Grupo Control. El tiempo obtenido de la combinacién
Gentamicina + Tilosina (Tylo Combisone®) fue mayor que en los grupos de animales

tratados con la antibi6ticos individualmente (Grupos Tiy Gt) (P < 0,05; Tabla 1).

El cuadro clinico era similar entre grupos al principio de la terapia. Al final de la
terapia (48 horas), los animales tratados solo con el régimen de Tilosina tenian
enfermedad mas severa que los animales tratados con los regimenes mas eficaces

(P < 0,05 contra el Gentamicina y combinacion Tilosina+ Gentamicina; Tabla 1).

14



Tabla N° 1. Curso Clinico de Neumonia por S. pneumoniae en ratones

) N° Escore de Tiempo de N° de
Dosis ) N° ) .
Grupo Inyecciones _ Enfermos Monitoreo Sobrevivientes
(mg/kg) . Animales
por dia H20 | H48 (horas) (%)
36+ |45+ b
TG 15+6 2 13 88 + 0° 13 (100)
0.6 0.7
_ 3.7+ |47+
Ti 15 2 13 76+ 18 8 (61)
0.6 0.5
36+ | 3.7+
Gt 6 2 13 70+ 17 7 (55)
0.4 0.8%
3.6+ g
Control 0 2 12 08 ND® 51 + 20 2 (17)

TG: Grupo Tratamiento Tilosina + Gentamicina (Tylo Combisone®)
Ti: Grupo Tratamiento Tilosina

Gt: Grupo Tratamiento Gentamicina

Control: Solucion salina

®P<0.05versus Tiy TG.

PP < 0.05 versus Gty C.

°P < 0.05 versus Gty C.

9P < 0.05 versus todos los grupos

°*ND, no determinado.

El resultado bacterioldgico fue analizado sobre todo para los animales que
terminaban el periodo entero del tratamiento. Todos los regimenes antibidticos
demostraron actividad significativa comparada a los controles no tratados (Tabla 2).
Mientras que los ratones no tratados (C) fueron uniformemente bacterémicos a la
hora de la muerte (3,3 £ 0,6 logl0 CFU/mI), los cultivos de la sangre de animales
tratados estaban debajo del limite de la detectabilidad (< 1 logl0 CFU/mI), a
excepcion del grupo de ratones tratados con Gentamicina donde 5 de 13 ratones (el
40%) tenian cultivos positivas de la sangre (Tabla 2). En el musculo (muslo), la
combinacion Tilosina +Gentamicina demostro la mejor actividad, con un titulo

bacteriano menor por gramo del tejido que fueron aproximadamente entre 1 y 2

15




log10 CFU/mI mas bajos que con cualquier otra terapia (P < 0,05 contra el resto de

los grupos; Tabla 2). En el pulmén, los dos regimenes mas eficaces, la combinacion

Tilosina+ Gentamicina (TG) y Tilosina (Ti) tuvieron actividades similares y fueron

perceptiblemente mejores que los regimenes de la comparaciéon (P < 0,05; Tabla 2).

La inclusion de los animales que morian antes de la terminacion de la terapia

no alteré perceptiblemente estos resultados, aunque los animales que morian

prematuramente tenian titulos levemente mas altos que los animales que recibian el

tratamiento completo (datos no mostrados).

Tabla N° 2. Eficacia de los diferentes Tratamientos en Neumonia experimental

causada por S. pneumoniae

No Titulos en Titulos en Titulos en
Grupo Dosis Inyecciones .N° Muslo Pulmén Sangre
(mg/kg) oor dia Animales (log1o (log1o (log1o
CFU/g) CFU/g) CFU/ml)
TG 15+6 2 13 41+05° | 28x06 <1
Ti 15 2 13 50x04 2.7+0.8 <1
Gt 6 2 13 6.1+1.0° | 42+09% | 1.4x0.7°
Control 0 2 12 7.9x0.8 7.0x0.8 3.3x0.6

TG: Grupo Tratamiento Tilosina + Gentamicina (Tylo Combisone®)

Ti: Grupo Tratamiento Tilosina

Gt: Grupo Tratamiento Gentamicina

Control: Solucién salina

P < 0.05 versus Ti.

P P < 0.05 versus todos los otros grupos.

°P <0.05 versus C.

9P <0.05 versus Ti, TG, y C.
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5. DISCUSION

En el actual estudio, hemos comparado una terapia combinada de antibi6ticos
(macrolido + aminoglucésido) con los mismos antibiéticos pero en forma individual
(monoterapia), para la infeccion con Streptococcus pneumoniae. Todos los
regimenes de tratamiento mostraron actividades antibacterianas en muasculos, los
pulmones y la sangre de ratones con la neumonia experimental sistémica. Sin
embargo, la combinacion Tilosina + Gentamicina (Tylo Combisone®) fue mas activo
en los muasculos que los regimenes de la comparaciéon demostrandose asi que la

combinacion tenian un efecto aditivo contra Streptococcus pneumoniae.

El actual modelo combina varias caracteristicas importantes de la enfermedad
en los animales y permitid un analisis detallado de titulos bacterianos en el musculo,
la sangre, y el pulmon (como 6rgano representativo de la enfermedad neumonica).
Ademas, la bacteremia es una caracteristica importante en los terneros (Jakes,
1985) y estuvo uniformemente presente en los ratones infectados a pesar de la ruta

intramuscular de la infeccion.

Si bien en los resultados se observo que la monoterapia con Tilosina tuvo un
buen efecto bactericida, casi comparable con la combinacion tilosina + gentamicina,
en el grupo tratamiento tilosina, los animales presentaron un cuadro clinico més
severo, enfermandose un mayor numero de animales. Esto permite concluir
recomendando la combinacién Tilosina + Gentamicina para el tratamiento de
neumonias en animales, ya que fue el régimen mas eficaz probado en el laboratorio.
Sin embargo, su potencia en los animales domésticos con neumonias no fueron

comparados con otros tratamientos.

17



6.

CONCLUSIONES

Ninguno de los animales del grupo Tilosina + Gentamicina murié a causa de la

infeccién experimental con Streptococcus pneumoniae.

A partir de los resultados obtenidos se puede ensayar la conclusién de que la
combinacion de los antibidticos Tilosina y Gentamicina, tienen un efecto
sinérgico que se revela en un mayor efecto bactericida. Es por esto, que se
visualiza clinicamente como una disminucion en los signos clinicos y por

tanto, en una mejor evolucién de los animales afectados.
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