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The incorporation of antibiotics in phagocytes is necessary for their activity
against intracellular microorganisms. The ability of Teicoplanin to enter in human
polymorphonuclear leukocytes (PMNs) after infection with Candida albicans was
investigated using an in vitro model previously described. Human PMNs were
preincubated with Candida albicans for 30 min, after which antibiotic (100 mg/1)
was added to cell suspension during 1, 5, 15, 30 and 60 min. The results were ex
pressed as the ratio of the cellular concentration of antibiotic to the extracellular
concentration (C/E). Teicoplanin bound rapidly to phagocytes (with a C/E = 2.12
after 1 min of incubation), being the cell-associated drug approximately similar dur
ing the entire incubation period. At the same time, Teicoplanin increases the per
centage of mortality of Candida albicans previously ingested, which was dependent
of the incubation period in its presence.
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La teicoplanina es un antibiotico glico-
peptfdico derivado de Actinoplanes tei-
comyceticus que presenta una potente ac
tividad in vitro contra organismos Gram
positives. Es similar a la vancomicina en
cuanto a su estructura y mecanismo de ac-
cion y su vida media es de 48 horas, lo que
explica su relativa eficacia teniendo en
cuenta, ademas, su baja toxicidad (3, 4).

* A quien debe dirigirse toda la correspondencia.

Se ha visto que un cierto numero de
agentes infecciosos son capaces de sobre-
vivir intracelularmente y multiplicarse
despues de ser fagocitados por los leuco-
citos polimorfonucleares neutrofilos
(PMNs) por lo que los antibioticos usados
para tratar infecciones causadas por mi-
croorganismos intracelulares deben ser ca
paces de incorporarse rapidamente a los
fagocitos y destruir dichos microorganis-
mos (5, 12, 13).
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En este trabajo se ha estudiado la ca-
pacidad de incorporacion y la actividad in-
trafagocltica de la teicoplanina en neutro-
filos humanos. Los resultados son expre-
sados como la relacion entre la concentra-
cion intracelular y extracelular del antibio-
tico (C/E), evaluandose paralelamente la
muerte intrafagocftica del material inge-
rido.

Material y Metodos

Polimorfonucleares neutrofilos (PMNs).
— Fueron obtenidos a partir de sangre ve-
nosa heparinizada procedente de donantes
voluntarios sanos de ambos sexos y con
edades comprendidas entre los 20 y los 40
anos. Las celulas se aislaron utilizando un
gradiente de densidad de 1.114 constituido
por Ficoll-Hipaque (Monopoly-Resol
ving-Medium). Una vez lavada la suspen
sion celular con PBS (Solucion salina tam-
ponada con fosfato) se ajusto a 10 x 106
celulas/ml de medio.

Antibiotico. — La teicoplanina fue pro-
porcionada en forma de polvo valorado
por Marion Merrell Dow. Se prepare una
solucion madre de 10 mg/1 y se conserve
a —20 °C, diluyendola en PBS a la con-
centracion requerida para el estudio, hasta
su utilizacion.

Suero. — El suero utilizado para la op-
sonizacion de Candida albicans se obtuvo
a partir de sangre venosa sin heparinizar
de donantes voluntarios sanos.

Microorganismos. — Se utilize Candida
albicans como microorganismo a fagocitar
por los PMNs cultivada en Mueller-Hil
ton-Agar y ajustada a 30 X 106 celulas/ml
de PBS. La utilizacion de C. albicans en
este modelo experimental proporciona
una evaluacion rapida por microscopia del
numero de ellas que ha sido fagocitada por
los PMNs a la vez que permite calcular
por tincion las que han sido ademas des-
truidas. Para la realizacion de la curva pa

tron del antibiograma se utilizo Escheri
chia coli (ATCC 35218 strain).

Capacidad de incorporacion del antibio
tico a los PMNs y relacion con su actividad
microbicida. — Se siguio la tecnica descrita
por Rodriguez et al. (10). C. albicans
(0,5 ml) fue inicialmente incubada con 100
pl de suero durante 15 min a 37 °C en
bano maria. Tras la preincubacion, se ana-
dieron 0,5 ml de la suspension de neutro-
filos (proporcion 3 C. albicans/ 1 PMN),
incubandose 30 min en las condiciones an-
teriores, tiempo suficiente para que se
produzca la fagocitosis. Posteriormente,
las muestras se lavaron 2 veces durante 5
min a 300 g con PBS, para eliminar las C.
albicans libres que no se hubiesen fagoci-
tado. A continuacion, el precipitado de
cada muestra se resuspendio en 1 ml de
medio en controles, o en 1 ml de antibio
tico (100 mg/1) en las muestras problemas
y se incubo durante 1,5, 15, 30 y 60 min.
Finalizado cada uno de estos tiempos, se
realizo una rapida centrifugacion en frio (3
min a 600 X g), tras la que se despreciaron
los sobrenadantes controles y se tomaron
los de las muestras con antibiotico. Estos
ultimos se conservaron a —20 °C. El pre
cipitado de uno de los duplicados de cada
muestra problema fue igualmente conge-
lado y resuspendido en 1 ml de medio
(muestras para el antibiograma). El otro
duplicado, igual que los precipitados con
troles, recibio como colorante vital azul de
metileno. Se contabilizo en hemocitome-
tro de Neubauer el numero de C. albicans
fagocitadas muertas en 100 PMNs, para
hallar el porcentaje de las muertas.

Preparation del agar. — El agar (Mue
ller-Hilton, 38 %) en agua destilada) se
esterilizo en autoclave a 120 °C y 1,5 at-
mdsferas de presion durante 15 min. Se
dejo enfriar a temperatura ambiente y sin
dejar que se solidificara se dosifico en pla-
cas Petri (7 ml) que se mantuvieron a
37 °C. Se prepararon tubos con 3 ml de
agar liquido que se mantuvieron en bano 
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maria-a 48 °C. Los tubos recibieron 0,1 ml
de solucion de microorganismos sensibles
Escherichia coli al 75 %. Inmediatamente
se anadid el contenido de los tubos sobre
las placas Petri obteniendose una doble
capa de agar donde la superficial contenia
el microorganismo.

Niveles de antibiotico en los sobrena-
dantes y precipitados problemas. — Antes
de la realizacion del antibiograma —me-
todo de Anhalt (1)—, se sonicaron los
precipitados de las muestras problemas
para provocar la ruptura de los neutrofilos
y la libre salida del antibiotico, evitando el
atrapamiento del mismo en el interior de
los fagocitos. Se anadieron 20 pl de cada
muestra a los discos para antibiograma y
se incubaron las placas Petri a 37 °C du
rante 24 h midiendose a continuacion los
diametros de inhibicion de los sobrena-
dantes y precipitados de las muestras pro
blemas, a los distintos tiempos de incu-
bacion indicados. Paralelamente se realize
una curva patron con diferentes concen-
traciones del antibiotico, desde 0,5 a 100
mg/1, para la interpretacion de los resul-
tados, que se calcularon como mg antibio-
tico/1 en los sobrenadantes y como mg
antibiotico/l en 5 X 106 celulas en los pre
cipitados problemas. Finalmente, los va-
lores fueron expresados como la relacion
entre la concentracion celular y extrace-
lular del antibiotico (C/E).

Analisis estadistico. — Todos los resul-
tados se expresaron como la media ± S.D.
del conjunto de determinaciones realiza-
das por duplicado para un mismo tiempo.
En el estudio estadistico, los resultados
fueron analizados utilizando la t-Student,
siendo p < 0,05 el menor nivel de signi-
ficacion.

Resultados

La tabla I muestra la muerte intrafago-
citica de C. albicans en valores medios

terminaciones realizadas por duplicado.

Tabla I. Muerte intrafagocltica (%) deC. albicans en
PMNs controles e incubados con teicoplanina (100

mg/l)
Cada valor representa la media ± S. D. de 10 de

Tiempo do
incubacidn

(min)

N.° de C. albicans fagocitadas y muertas por
100 PMNs

Control Teicoplanina

1 12,22 ±4,63 19,53 ±3,44’
5 14,22 ±2,30 25,18 ±8,55’

15 13,86 ±3,95 29,75 ± e.g/1*-'
30 16,68 ± 1,75c 29,88 ± 7,47a-d
60 18,77 ± 3,eS0-'0 40,01 ± 7,52b 0 '-9

* p < 0,05 y (b) p < 0,01 respectoa los valores controles.
c p < 0,05; (a) p < 0,01 y (c) p < 0,001 respecto a los va
lores obtenidos a 1 minuto de incubacidn.
1 p < 0,05 respecto a los valores obtenidos a los 5 minutos
de incubacidn.
B p < 0,01 respecto a los valores obtenidos a los 15 mi
nutos de incubacidn.

(poder candidicida) en PMNs incubados
con 100 mg/1 de teicoplanina o con un me
dio control sin antibiotico. En presencia
de teicoplanina se induce un significativo
aumento en el porcentaje de C. albicans
muertas de entre las fagocitadas por 100
neutrofilos, existiendo a todos los tiempos
de incubacion diferencias estadisticas en

4,0

1,0-

4---------- 1---------- 1----------1----------1----------1---------- r-
10 20 30 40 50 60

Tiempo de incubacidn (minutos)

Fig. 1. Relacion entre la concentracion celular (C)
y extracelular (E) de teicoplanina en PMNs hu-
manos incubados con 100 mg/l de antibiotico a di

ferentes tiempos (1, 5, 15, 30 y 60 min).
Cada punto representa la media ± D. S. de 10

determinaciones realizadas por duplicado. 
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relacion a las muestras controles realizadas
en ausencia del antibiotico. Ademas, y
como es logico pensar, el tiempo de in
cubacion tambien influye en el poder can-
didicida, obteniendose tanto en controles
como en presencia del antibiotico los ma-
yores porcentajes de muerte de C. albicans
al mayor de los tiempos de incubacion es
tudiados (60 min).

Los valores medios de los resultados en-
contrados en la capacidad de incorpora-
cion del antibiotico en PMNs a los distin-
tos tiempos de incubacion se encuentran
representados graficamente en la figura 1,
como la relacion de la concentracion ce-
lular y extracelular (C/E). Como puede
observarse, la capacidad de incorporacion
de teicoplanina a PNMs durante el primer
minuto de incubacion es muy alta (C/E =
2,12) manteniendose practicamente todo
el antibiotico en el interior de estas celulas
a lo largo del tiempo de incubacion.

Discusion

Uno de los problemas mas importantes
de la actividad de los antibioticos frente a
los microorganismos es que hay bacterias
patogenas capaces de sobrevivir intrace-
lularmente en los fagocitos despues de su
ingestion. Esta capacidad puede llevar a
infecciones prolongadas, ya que los mi
croorganismos se protegen asi del suero y
de los antibioticos extracelulares (7). Una
terapia optima para estas infecciones po-
dria ser el uso de antibioticos con capa
cidad de unirse o incorporarse a las celulas
fagociticas e inactivar a los organismos in-
tracelulares (6).

En el presente estudio se ha observado
que la teicoplanina es incorporada muy ra-
pidamente a los PMNs (a 1 minuto de in
cubacion la relacion C/E es 2, 12) y su
permanencia en ellos es larga, siendo la
concentracion celular practicamente el do-
ble que la extracelular a todos los tiempos
estudiados (1, 5, 15, 30 y 60 min). Ade
mas, se observa un incremento significa

tive en la muerte intrafagocitica de C. al
bicans en presencia del antibiotico, en re
lacion a los controles. Similares resultados
fueron encontrados por otros autores (2,
9) con la utilizacion del antibiotico mar-
cado radiactivamente, demostrando que la
teicoplanina es rapida y avidamente con-
centrada en PMNs, liberandose al medio
extracelular muy lentamente a la vez que
incrementa la muerte intracelular.

En general, la mayoria de los agentes
antimicrobianos estudiados tienen una
baja capacidad de penetracion y solo unos
pocos como rifampicina, cloranfenicol,
tetraciclina, polimixina B, etambutol y
clindamicina pueden permanecer a una
aceptable concentracion dentro de los fa
gocitos por un largo periodo de tiempo (8,
11), lo mismo que parece ocurrir con tei
coplanina. Pero no siempre un alto nivel
intracelular esta directamente relacionado
con una alta capacidad microbicida. Asi,
Hand y King-Thomson (5) vieron que la
gentamicina, que se incorpora dificilmente
a los fagocitos, causa una muerte espe-
cifica de S. aureus mayor que otros agen
tes antimicrobianos usados a dosis mas
altas.

Se han encontrado diferencias estadis-
ticas apreciables en la muerte de C. albi
cans en presencia del antibiotico a los 15,
30 y 60 min comparandola con la del pri
mer minuto de incubacion. Esto indica
que la funcion intrafagocitica del antibid-
tico es dependiente del tiempo. Algunos
autores han demostrado que la teicopla
nina es introducida muy rapidamente en
PMNs por un activo proceso dependiente
de energia, asi como que el antibiotico pa
rece quedar localizado superficialmente
(asociado a la membrana), lo que estaria
relacionado con su funcion; los PMNs se
trasladarian al sitio de la infeccion y po-
drian liberar alii el antibiotico para des-
truir los microorganismos causantes de la
infeccion (2, 9).

Con una relacion C/E > 1 en el caso de
la teicoplanina, este antibiotico ofreceria
ventajas frente a los que no penetran (re
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lacion C/E < 1). La mayor concentracion
celular en el caso de la teicoplanina indica
que se concentra eficazmente unido y/o en
el interior de los PMNs. Esto, junto a su
baja toxicidad y su relativa eficacia sobre
microorganismos intrafagociticos, sugiere
que podria tener una buena aplicacion cli-
nica.

Resumen

La incorporacion de los antibioticos a los fa-
gocitos es necesaria para su actividad contra los
microorganismos intracelulares. Se evalua la
capacidad de incorporacion de teicoplanina a
leucocitos polimorfonucleares neutrofilos
(PMNs) tras la infeccion con Candida albicans
mediantc la utilizacion de un modclo in vitro.
Los PMNs se preincuban con Candida albi
cans durante 30 minutos, tiempo optimo para
la fagocitosis, despues de la cual se anadcn a la
suspension celular 100 mg/1 del antibiotico in-
cubandose durante 1, 5, 15, 30 y 60 min. Los
resultados se expresan como la relacion entre
la concentracion celular y extracelular del anti
biotico (C/E). La teicoplanina se une rapida-
mcnte a los PMNs (C/E = 2,12 despues de 1
min de incubacion) mantcniendose las concen-
traciones similares en todos los ticmpos. Este
antibiotico incrementa el porcentaje de muerte
de Candida albicans previamente ingeridas,
propiedad que resuka ser dependiente del
tiempo de incubacion.

Palabras clave: Teicoplanina, Neutrofilos, Activi
dad intracelular.
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