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Objectives: The present study forms part of the ISRCTN16968287 clinical assay.
The objective of this study was to determine the effectiveness of cranberry syrup in the pro-
phylaxis of recurrent urinary tract infection (UTI).

Design: Phase |1l randomized clinical trial.

Setting: The study was conducted at the San Cecilio Clinical Hospital (Granada, Spain).
Participants: A total of 192 patients were recruited. The subjects were aged between 1 month
and 13 years. Criteria for inclusion were a background of recurrent UTI (more than two episodes
of infection in the last 6 months), associated or otherwise with vesicoureteral reflux of any
degree, or renal pelvic dilatation associated with UTT. Criteria for exclusion from recruitment
to the study included the co-existence of UTI with other infectious diseases or with metabolic
diseases, chronic renal insufficiency, and the presence of allergy or intolerance to any of the
components of cranberry syrup or trimethoprim.

Primary outcome measures: The primary objective was to determine the risk of UTI
associated with each intervention.

Results: Of the 198 patients initially eligible, 192 were finally included in the study toreceive
either cranberry syrup or trimethoprim. UTI was observed in 47 patients, 17 of whom were
males and 30 females. We recruited 95 patients diagnosed with recurrent UTI on enfry; dur-
ing follow-up, 26 patients had a UTI (27.4%, 95% CI: 18.4%-36.3%). Six patients (6.3%)
were male and 20 (21.1%) were female. Eighteen patients (18.9% of the total, 95% CI:
11%-26.3%) receiving trimethoprim had a UTI and eight patients (8.4% of the total, 95%
ClI: 2.8%-13.9%) were given cranberry. Sixty-six percent of the episodes of UTI recurrence
were caused by Escherichia coli, with no significant differences being found between the two
treatment branches. No differences were observed between the two treatment branches in the
rate of resistance to antibiotics.

Conclusion: Our study confirms that cranberry syrup is a safe treatment for the pediatric
population. Cranberry prophylaxis has noninferiority with respect to trimethoprim in recurrent
UTL (European Clinical Trials Registry EuDract 2007-004397-62) (ISRCTN16968287).
Keywords: cranberry, urinary tract infections, trimethoprim, vesicoureteral reflux, antibiotic
prophylaxis

Introduction

Although there is some controversy, current evidence supports the use of long-term,
low-dose antibiotics to control recurrent urinary tract infections (UTI), the number
needed to treat (NNT) to avoid infection is 1.85. However, one of the main problems
in prescribing these antibiotics is increased bacterial resistance to antibiotics and the
selection of multiresistant bacterial flora. Recent bibliographic reviews have shown

submieyour manuseripe
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that cranberry syrup may be useful in controlling recurrent
UTI among healthy adults. " Most of these studies have been
aimed at subpopulations at greater risk of developing UTIL,
such as pregnant women or the elderly. In all cases, it has
been concluded that, although the effect of cranberry syrup
seems to be beneficial, its optimum dose remains unknown, as
is its possible utility among a pediatric population, for which
few studies have been made. UTI is relatively frequent in
children, presenting a rate of around 8% among girls and 2%
among boys. The recurrence of UTI following pyelonephritis
may rise to 20%.*> Some later evidence** seem to suggest
that antibiotic prophylaxis does not affect the frequency of
kidney scarring and so the utility of this treatment has been
questioned. Other studies® have shown that pediatric patients
suffering fromrecurrent UTT and being treated with low-dose
trimethoprim-sul famethoxazole achieve a 6% reduction in
the rate of UTI, in comparison with placebo treatment (95%
CT: 1-11). In previous studies,® we confirmed the in vitro
anti-adherent properties of the cranberry extract used in our
assay of the adherent capacity of Escherichia coli. The pres-
ent study, based on a controlled, double-blind clinical trial,
examines the effectiveness of cranberry syrup treatment for
an infant and children population at high risk of recurrent
UTIL The study hypothesis is that cranberry syrup is safe
and effective in the prophylaxis of urinary tract infection,
equivalent or at least not inferior to trimethoprim for the
prophylaxis of UTL

Methods

Study participants

From 2009 to 2010, children aged from 1 monthto 13 years,
treated at the pediatric nephrology and urology departments
in our hospital, were recruited for this study. The inclusion
criteria established were a background of recurrent UTT (more
than two episodes of infection in the last 6 months), vesi-
coureteral reflux of any degree, or renal pelvic dilatation asso-
ciated with a UTL The presence of infection was confirmed
by urine culture (>100,000 colony forming units [CFU]/mL)
using a ‘mid-stream’ urine sample or a urine collection bag,
after asepsis of the urethral meatus with chlorhexidine,
or >10,000 CFU/mL if a catheter specimen of urine was
obtained. In both cases, the presence or otherwise of a urine
sediment with >20 leukocytes per field was determined.
Criteria for exclusion from recruitment to the study included
the co-existence of UTI with other infectious diseases or
with metabolic diseases, chronic renal insufficiency, the
presence of allergy or intolerance to any of the components
of cranberry syrup or trimethoprim, the existence of blood

dyscrasia, or the express wish of the parent or guardian to
exclude the child from the study. This study was approved
by the local ethics committee, and in all cases the parents or
guardians gave their written informed consent.

Primary and secondary outcomes
Our clinical practice guidelines recommend trimethoprim for
the prophylaxis of recurrent UTI in infants until an imaging
study is performed and in all patients with vesicoureteral
reflux (VUR) grade IIT and IV, The problems faced in our
hospital regarding bacterial resistance to common antibiotics
justify this comparative study, in which we seek evidence of
positivity in order to reduce the consumption of antibiotics,
We compare the efficacy and safety of cranberry prophylaxis
in a single daily dose when either recurrent UTI or VUR,
both of which are major indications for prophylaxis, is
recognized. In the absence of references in this regard, and
after approval by the ethics committee of our hospital, the
study was extended to other diagnostic groups that are not the
object of routine prophylaxis, namely dilatation of the renal
pelvis, hydronephrosis, and renal anatomical defects.

The secondary outcome was the evaluation of the pre-
dominant bacterial flora in each arm of the intervention and
of the most common bacterial resistance.

Study design and intervention

The study was designed as a Phase 1] randomized clinical
trial, with the treatment option concealed from both patients
and researchers. There were two treatment branches: cranberry
syrup and trimethoprim. The study began on January 1, 2009
and ended on October 31, 2010. The maximum follow-up
period of each patient recruited was 1 year.

Randomization
For the randomization, we used the SPSS macro published
by Domenech et al (IRNDPB V2005.03.07 ¢), which ran-
domized permuted blocks of five subjects in each of the
centers. Each patient randomized to an intervention arm was
assigned a registration number corresponding to a patient
data file. The files were distributed sequentially in blocks
of five among the recruitment points, as requested by the
researchers when new patients were included in the study.
The register numbers corresponded to those of the treatment
interventions, and this list was only held by the Hospital
Pharmacy Service.

After each patient was included in the study, the researcher
gave the parents a card with the corresponding identification
number. This card was presented at the Hospital Pharmacy
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Service to obtain the corresponding treatment, which was
thus masked.

Characterization of the cranberry syrup
The cranberry syrup was supplied by Pharmatoka (Ruei
Malmaison, France) , using a dispersion of 2.8 % of a high
cranberry PAC (proanthocyanidin) extract used to fornmilate the
food supplement Urell® . The concentration guarantees that SmL
ofthe syrup contains 36 mg of highly bioactive PACs extracted
from the cranberry syrup, measured by the BL-DMAC method.
The cranberry syrup was characterized by the Department of
Analytical Chemistry at the University of Granada.”

Experimental group

This group was given a nocturnal dose of 0.2 mL/kg of cran-
berry syrup, just before the evening meal. If it was vomited
during the following 30 minutes, administration of this dose
was repeated.

Control group

This group was given a nocturnal dose of 0.2 mL/kg of a
color-masked suspension of trimethoprim at a concentra-
tion of 8 mg/mL. This was given just before the evening
meal, and if it was vomited during the following 30 minutes,
administration of this dose was repeated.

Masking

At all times, the intention-to-treat principle was maintained.
The trimethoprim syrup was diluted to a concentration of
8 mg/mL. For the color masking, CC-1000-WS (E-120)
colorant (CHR-Hansen) was added, at a concentration of
0.1% (not exceeding the 100 ppm of carmine allowed). The
packaging for both treatment options was mahogany-colored
plastic tubes of 150 mL. The tubes were labeled in accordance
with the regulations of the Spanish Agency for Medicinal
Products (AEM) for research medicines.

Follow-up

Treatment compliance was assessed by telephone
consultation; every month, the parents were contacted to
ask whether the child was taking the syrup and whether
there were any problems in this respect. A periodic
follow-up examination was performed, every 2 months or
on demand from the patient when the symptoms called for
it. The patient was instructed to obtain a urine culture if
fever, urinary symptoms, vomiting, or weight loss occurred.
The urine culture was also to be obtained before beginning
any antibiotic treatment. All patients included in the study

underwent a kidney ultrasound examination. The patients
with renal pelvis dilatation and those with recurrent
urinary tract infection were examined by serial voiding
cystography. The patients with vesicoureteral reflux grade
11 or higher, or with moderate hydronephrosis, underwent
renal scintigraphy. Data records were kept of the treatment
number assigned, the clinical and analytical data for each
ofthe patients’ scheduled follow-up examinations, and the
periodic results of the urine cultures obtained. The absence
of fever was not considered as a criterion for exclusion.

Sample size

From our review of previous studies,** there is assumed to
be a 20% risk of recurrence of UTT during the first year that
patients receive antibiotic treatment. In the present study, we
examined the equivalence or otherwise of cranberry syrup
prophylaxis and trimethoprim. The limit of equivalence was
estimated at £10%. The alpha error was estimated at 5% and
the power of the study, at 80%. In accordance with these data,
the sample size was calculated to be 109 patients per group.

Statistical analysis
Statistical analysis was designed as a survival analysis in
which appearance of the event (UTI) was sufficient cause for
ending the follow-up period. In cases of voluntary withdrawal
from the study or treatment discontinuation for reasons
other than UTI, these data were considered to be censored
for the remaining follow-up period. Kaplan-Meier curves
were calculated for the experimental intervention and for
the control treatment.

For the noninferiority analysis we consider a difference
in prevalence (d) of 0.105 (18.9%-8.4% = 10.5%),

Var cranberry " Var trimethoprim
nl n2 ’

SE= ’M+w=o.o9.
37 ' 58

At baseline, the limit of equivalence was estimated
at 0.1 (10%) = 8" =-0.1,8"=0.1,z,=1.96.

We tested the noninferiority of cranberry versus trimethop-
rim. We raised only a unilateral noninferiority hypothesis:

i
SE= |

Hl; = Proueny— Pliimetiopeim
=Pr

sy — Pl matbopiln

>8 — Ho,
<

That is evidenced by the statistic ZL=d—8"/SE;
Z,=d-38"SE.
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Results

Figure 1 shows the CONSORT flow diagram. A total of 198
eligible patients were included in the study. Gastrointesti-
nal intolerance was observed in five of the cases assigned
to trimethoprim and in two of those assigned to cranberry
syrup treatment. An equal number of losses to follow-up
were experienced in both branches of the study (n = 3);
furthermore, in one case in each treatment branch, cutaneous
rash was observed following administration. Urinary tract
infection was observed in 47 patients, 17 of whom were
males and 30 females. Thirty patients (14 given cranberry
syrup and 16 given trimethoprim) completed the follow-up

on a voluntary basis when their parents reported the absence
of symptoms and made the unsupervised decision to dis-
continue prophylaxis (treatment discontinuation, Figure 1).
Forty patients were less than 6 months of age. Of these, 24
(of whom eight received cranberry) completed the follow-up
time (1 year) without a recurrence of UTI and without any
adverse events. Two of the patients who received cranberry
were less than 2 months of age.

Due to problems during the randomization process,
75 patients were assigned to receive cranberry syrup and 117
to receive trimethoprim. However, blinding to treatment was
maintained. Table 1 shows the number (%) of patients with

| Assessed for eligibility (n = 198)

Excluded (n = 6)
+ Not meeting inclusion criteria (n = 2)

« Reject to blinding (n = 4)

Randomized (n = 192)

——

Allocated to cranberry (n = 75)
« Received allocated cranberry (n = 76)

!

Lost to follow-up (n = 3)

Full time (1 year) (n = 36)

Lost to follow-up (n = 3)
u ¢ & L Follow-up Discontinued intervention (give reasons)
Discontinued intervention (give reasons)

Allocated to trimethoprim (n = 117)
« Received allocated trimethoprim (n = 116)

« Did not receive allocated trimethoprim (twin
receives the cranberry) (n= 1)

!

(n=36)
« Treatment discontinuation due to lack
of UTI (n = 14)

« Treatment discontinuation due to
gastrointestinal intolerance (n = 2)

« Treatment discontinuation due to rash
(n=1)

« Treatment discontinuation due to UTI
(n=19)

1

(n =50)

« Treatment discontinuation due to lack
of UTI (n = 16)

« Treatment discontinuation due to
gastrointestinal intolerance (n = 5)

« Treatment discontinuation due to rash

n=1

. ‘(I'realr%ent discontinuation due to UTI

(n=28)

O !

Analyzed (intention to treat) (n = 72)

+ Exduded from analysis (lost) (n = 3)

+ Analyzed with full time (without UTI)
(n=36)

+ Analyzed with incomplete time (n = 36)

Figure | CONSORT 2010 flow diagram.

Analyzed (intention to treat) (n = 114)

« Excluded from analysis (lost) (n = 3)

« Analyzed with full time (without UTI)
(n=64)

+ Analyzed with incomplete time (n = 50)

Note: Reproduced from CONSORT 20 /0 Statement; updated guidelines for reporting paroliel group randomised triols: Schulz KF, Altman DG, Moher D. 340:¢332. With permission

from BM] Publishing Group Led.
Abbreviation: UT], urinary tract infection.
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Table | Number (%) of patients with UT| in each treatment group

Cranberry Trimethoprim
(n=175) (n=117)
Age, months (mean, SD) 28.3 (30.7) 30.7 (33.9)
Gender, girls (n) 43 69
Recurrent UTI
UTI, n (%) 8 (84) 18 (18.9)
Days without infection, mean (SD) 229 (128) 207 (129)
Vesicoureteral reflux
UTI, n (%) 5(128) 4(10.3)
Days without infection, mean (SD) 240 (139) 281 (119)
Dilatation of renal pelvis or hydronephrosis
UTI, n (%) 5(9.8) 5(9.8)
Days without infection, mean (SD) 192 (120) 207 (128)
Ureteral dupli and other ical defe
UTI, n (%) 1(333) 1(33.3)
Days without infection, mean (SD) 29 (13) 159 (137)

Note: Average time in days (SD) without infection in each treatment group.
Abbreviation: UTI, urinary trace infeccion.

UTT in each treatment group, and states the average time in
days (SD) without infection in each treatment group.

Recurrent urinary tract infections
Ninety-five of the patients were diagnosed with recurrent
UTI on entry, and 26 of these suffered a UTI during follow-
up (27.4%, 95% CI: 18.4%-36.3%). Six of these 95 (6.3%)
were male and 20 (21.1%) were female. Eighteen of these
patients (18.9%, 95% CI: 11%-26.3%) received trimetho-
prim versus eight (8.4%, 95% CT. 2.8%-13.9%) who received
cranberry.

Asz,;=023 = -z =-1.96, we cannot accept the prin-
ciple of equivalence between interventions, but the noninfe-
riority of cranberry versus trimethoprim is shown.

Figure 2 shows the Kaplan-Meier curves for patients
diagnosed on entry with recurrent UTT.

Of the patients recruited with recurrent UTI, the mean
time to infection after taking trimethoprim was 271 days
(95% CI: 233-309 days) and after taking cranberry it was
312 days (95% CI: 275-350 days). Logrank (Mantel-Cox)
test: 2.14 (P=0.14).

Vesicoureteral reflux

Thirty-nine of the patients recruited — 19 males and
20 females — had VUR. Nine of those who completed
the follow-up period presented UTI; four had been given
trimethoprim (10.3%, 95% CI: 7.6%-19.8%) and five
had received cranberry (12.8%, 95% CI: 2.3%-23.2%).
The small sample size of patients with VUR did not allow
us to observe significant differences between the groups.

The mean time to infection after taking trimethoprim was
318 days (95% CI: 274-362) and after taking cranberry it
was 281 days (95% CIL: 317-344). Logrank (Mantel-Cox)
test: 0.5 (P=10.4).

Dilatation of renal pelvis

or hydronephrosis

This group comprised 51 patients, of which 34 received
trimethoprim and 17 cranberry prophylaxis. Of these patients,
ten (19.6%) developed UTI during follow-up, five (9.8%)
in each intervention arm. Of all infections observed in this
group, seven (13.7%) occurred in males and three (5.9%) in
females. The mean time to UTI after taking trimethoprim
prophylaxis was 315 days (95% CI: 275-354), while for
those taking cranberry it was 270 days (95% CIL: 204-337).
Logrank (Mantel-Cox) test: 1.33 (P = 0.24). No significant
differences between interventions were observed.

Ureteral duplication

and other anatomical defects

Seven of the patients recruited had these defects, and UTI
was observed in two of them during follow-up.

Sixty-six of the episodes of UTI recurrence were caused
by E. coli, with no significant differences being found
between the two treatment branches. Table 2 shows the
bacterial isolates in the urine of patients who completed
follow-up. No differences between the treatment branches
were observed in the rate of percentage of resistance to
amoxicillin or cotrimoxazole (y* = 2.7; P-value not signifi-
cant and y* = 0.3; P-value not significant, respectively).

Discussion
Our study confirms that cranberry syrup is a safe treatment
for the pediatric population, including infants aged less
than 2 months. Cranberry prophylaxis is not equivalent
to trimethoprim, but it is shown to be noninferior versus
trimethoprim in recurrent UTL Recent placebo-controlled
clinical trials® have shown the benefits of trimethoprim-
sulfamethoxazole for prophylaxis of recurrent UTL
Previous studies,”!” have reported the beneficial effect
of cranberry syrup in preventing UTI among women,
achieving a reduction in the absolute risk of UTI infection
with respect to placebo treatment. This effect has been
explained in terms of the anti-adherent effect of cranberry
on E. coli."" Ferrara et al”? in a controlled clinical trial with
respect to placebo treatment in children aged over 3 years,
showed that cranberry syrup prevents the recurrence of
symptomatic UTL,
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Figure 2 Kaplan-Meier curves for patients diagnosed with recurrent urinary infection on entry.

Under the principles of the Declaration of Helsinki,
a clinical trial with placebo cannot be carried out in our
circumstances,” and therefore, for ethical reasons, the
present study was designed as a test of equivalence or
non-inferiority. Clinical practice guidelines recommend
the use of trimethoprim prophylaxis in children with VUR
grade III and IV. In addition, some trials such as Craig
et al® have observed benefits from antibiotic prophylaxis in
pediatric recurrent UTL

Foo et al'* identified trimeric proanthocyanidins and
type A dimeric procyanidins as the factors responsible for
the anti-adherent effect of cranberry. The composition of
cranberry syrup used in our study could be of interest for
future comparison of our results with those reported in other
studies, given the great variability in the concentrations of

proanthocyanidin observed in different cranberry extracts.'>'
Howell et al'” reported that the administration of cranberry
syrup containing the equivalent of 72 mg per day of proan-
thocyanidin has an anti-adherent effect, measured in urine,
against E. coli that is proportionally superior to that obtained
by patients given 18 or 36 mg. Di Martino et al'! tested the
anti-adherent effect in urine of cranberry syrup administered
to ten healthy volunteers, in relation to ten volunteers who
were given placebo treatment.

Salo et al'® published a double-blind trial comparing
cranberry juice with placebo in children with recurrent UTI,
and observed that the intervention did not reduce the number
ofurinary infections. Unlike our cranberry syrup, which was
characterized,” the cranberry juice used in the above study had
anonstandardized concentration of polyphenols. We believe

Table 2 Bacterial isolates in the urine of patients who completed follow-up

Trimethoprim prophylaxis

Cranberry prophylaxis

E coli I
Proteus 3
Kiebsiella I
Staphylococcus I
Enterococcus |
Enterobacter |

—ocoo-o|n

C
0 5

|

0

oo o wN —
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it is essential, in this type of study, to characterize the extracts
used and to normalize the contents of the active polyphenolic
fractions of each extract.

Two studies have evaluated the effectiveness of cranberry
syrup for children with neurogenic bladder, monitored by
means of a sterile intermittent catheter.'? The first of these
studies had a simple cross-sectional design and included
40 children, while the second was randomized and placebo
controlled, and included 15 children. Both studies concluded
that cranberry syrup is no more effective than placebo treat-
ment for controlling UTI among patients with neurogenic
bladder. However, in neither case was the polyphenol content
of the syrups characterized.

McMurdo et al”! carried out a randomized, double-blind
clinical trial with cranberry or trimethoprim for women at
risk of recurrent UTI. These authors found the risk of recur-
rence to be 60% greater among the patients who were given
cranberry syrup, although the difference was not statistically
significant. The systematic review published by Jepson et al'
of a total of ten studies (1049 patients) concluded that cran-
berry syrup significantly reduced the incidence of UTI at
12 months (OR: 0.65; 95% CI: 0.46-0.90) in comparison
with placebo/control treatments. Cranberry was more effec-
tive in reducing the incidence of UTT in women with recur-
rent infection than in men and elderly women, or persons
requiring catheterization.

It was drawn to our attention after the trial that 75 patients
received prophylaxis with cranberry and 117 with
trimethoprim. This difference in the sizes of the treatment arms
was due to an unfortunate problem with the randomization
of patients, due to the misfiling of randomization folders
in some medical practices. We believe these errors, which
occurred toward the end of the study, may represent a bias
in the randomization, but not a loss of masking, since the
researchers did not know which treatment corresponded to
each file. In any case, we observed no difference in the
infection survival times in patients receiving cranberry
with respect to those receiving trimethoprim, despite
the lower number of patients in the cranberry treatment
branch.

The prophylaxis of UTI has been associated with
increased bacterial resistance to antibiotics.?” In our sample,
we did not observe a significant increase in this respect
between the two branches of the trial.

Our results show the noninferiority of cranberry syrup
versus trimethoprim in the prophylaxis of recurrent urinary
tract infections. Cranberry syrup is a safe treatment for the
pediatric population and may constitute a valid alternative

approach, especially in view of increasing resistance to
antibiotics.
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Abstract

Objectives: The present study. which is part of the ISRCTN 16968287 clinical assay, is aimed at determining the effects of cranberry
syrup or trimethoprim treatment for UTI.

Methods: This Phase 111 randomised clinical trial was conducted at the San Cecilio Clinical Hospital (Granada. Spain) with a study
population of 192 patients. aged between 1 month and 13 years. Criteria for inclusion were a background of recurrent UTI. associated or
otherwise with vesico-ureteral reflux of any degree. or renal pelvic dilatation associated with urinary infection. Each child was randomly
given 0.2 mL/Kg/day of either cranberry syrup or trimethoprim (8 mg/mL). The primary and secondary objectives. respectively. were
to determine the risk of UTI and the levels of phenolic acids in urine associated with each intervention.

Results: With respect to UTI. the cranberry treatment was non-inferior to trimethoprim. Increased urinary excretion of ferulic acid was
associated with a greater risk of UTI developing in infants aged under 1 year (RR 1.06: CI 95% 1.024-1.1: P = 0.001).

Conclusions: The results obtained show the excretion of ferulic acid is higher in infants aged under 1 year. giving rise to an increased
risk of UTI. for both treatment options.

Keywords: phenolic acids. urinary infection. cranberry, ferulic acid. pediatric
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Introduction

Following reports that urinary tract infection (UTI)
and vesico-ureteral reflux may be associated with dif-
ferent degrees of kidney damage, ' the daily adminis-
tration of low doses of antibiotics has been suggested
as a possible treatment. Recent randomised, double-
blind studies have shown that treatment with low
doses of trimethoprim-sulfamethoxazole is associated
with a modest decrease in the rate of symptomatic
UTI in predisposed children.? However, prophylactic
treatment with antibiotics does not completely elimi-
nate the risk of new urinary infections; moreover, it
affects the pathogens normally responsible for such
infections and changes their patterns of resistance to
antibiotics It is believed that 87% of all urinary infec-
tions are caused by E. coli, although E. coli is less
common in children receiving antibiotic prophylaxis.?
It has been reported that cranberry syrup outperforms
a placebo treatment by up to 20% in preventing UTI
among fertile age women.*© A Cochrane review pub-
lished in 2008 obtained similar results, although it
concluded there was a need for more studies of good
methodological quality.

Depending on age, gender and associated patholo-
gies, the prevalence of UTI among children may range
from 2% to 8%. Except in the first 2 months of life,
when infection may be secondary to haematogenous
dissemination, UTI is caused by an ascending mecha-
nism in the urinary tract, mainly due to gram-negative
bacteria. The adhesion of uropathogenic E. coli is a
process that takes place prior to the development of
infection, when the exposed lectins on the bacteria
surface adhere to carbohydrates from the epithelium.
The components of cranberry syrup are known to
inhibit the adherence of E. coli to the epithelial cells,
both in vivo® and in vitro,” and this inhibition seems to
be produced by a non-dialysable component, namely
the A-type proanthocyanidin present at high concen-
trations in cranberry syrup.'’

Cranberries also contain significant quantities
of polyphenols such as flavonoids, isoflavonoids,
coumarins and anthocyanins. Polyphenols are an
important component of the diet, although they are
not necessarily very active in the organism, due to
a low level of intrinsic activity, or because they are
poorly absorbed in the intestines, are metabolised or
are eliminated rapidly. Most polyphenols are present
in foods in the form of esters, glycosides or polymers

which cannot be absorbed in their native form and
must be hydrolysed by the intestinal enzymes or by
colonic microflora in order to be absorbed."

The present study forms part of the
ISRCTN 16968287 clinical assay. Our primary objec-
tive was to determine the risk of UTI associated with
cranberry or trimethoprim treatment, while the sec-
ondary objective was to determine the levels of pheno-
lic acids in urine associated with each intervention.

Methods

Study participants

From January 2009 to October 2010, children aged
from 1 month to 13 years and treated at the paediatric
nephrology and urology departments in our hospital
were considered for this study. Criteria for inclusion
were a background of recurrent UTI (more than 2
episodes of infection in the last 6 months), associ-
ated or otherwise with vesico-ureteral reflux of any
degree, or renal pelvic dilatation associated with uri-
nary infection. The presence of infection was con-
firmed by urine culture (>100,000 CFU/mL) using a
“mid-stream™ urine sample or a urine collection bag,
after asepsis of the urethral meatus with chlorhexi-
dine, or >10,000 CFU/mL if a catheter specimen of
urine was obtained. In both cases, the presence or oth-
erwise of a urine sediment with >20 leucocytes per
field was determined. The test endpoint was the pres-
ence of urinary infection. Criteria for exclusion were
the co-existence of UTI with other infectious diseases
or with metabolic diseases, chronic renal insuffi-
ciency, the presence of allergy or intolerance to any of
the components of cranberry syrup or trimethoprim,
the existence of blood dyscrasia or the express wish
of the parent or guardian to exclude the child from
the study. This study was approved by the local ethics
committee, and in all cases the parents or guardians
gave their written informed consent.

Study design and intervention

The study was designed as a Phase III randomised
clinical trial, with the treatment option concealed from
both patients and researchers. There were two treat-
ment branches: cranberry syrup and trimethoprim.
Both groups received a single daily dose of 0.2 mL/kg
of syrup at 8.00 p.m. The patients who were given
trimethoprim received a concentration of 8 mg/mL,
and it was masked with cochineal red dye (E-124)
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and packaged in opaque tubes. Study subjects were
randomised in permuted blocks of 5 using appropri-
ate software.

Characterization of cranberry syrup

The cranberry syrup (Pharmatoka Lab., France)
was characterised at the Department of Analytical
Chemistry, Faculty of Sciences, University of
Granada,? and provided as a dispersion of 2.8%
cranberry extract Gykacran® in glucose syrup. The
composition of the cranberry syrup, with respect to
its different polyphenol fractions, has been published
previously.”? The concentration of phenolic acids in
the syrup is shown in Table 1. The total amount of
phenolic acids was 454 pug/mL.

Determination of phenolic acids

Levels of phenolic acid in urine were determined in
urine samples from 93 randomly-chosen patients from
the ISRCTN 16968287 clinical assay, at the Institute of
Public Health and Clinical Nutrition, Kuopio, Finland.
The following phenolic acids, with diverse benzoic,
acetic, propionic and cinnamic acid derivatives, were
analysed; p-hydroxybenzoic, protocatechuic, van-
illic, syringic, gallic, 3.4-dihydroxyphenylacetic,
m-hydroxyphenylacetic, homovanillic, 3.4-dihydroxy-
phenylpropionic, m-hydroxyphenylpropionic, dihy-
droferulic, dihydroisoferulic, caffeic, ferulic, sinapinic,
isoferulic, p-coumaric and m-coumaric acids. These
compounds cover a wide range of metabolites and
dietary phenolic acids; they constitute a fragmenta-
tion product of procyanidins,"'* and were measured to
evaluate fragmentation into other phenolic metabolites.
Analysis of phenolic acids also provides information
about the fragmentation of flavonols and catechins.'>'®
The phenolic acids in the cranberry syrup samples were
first hydrolysed with enzymes (obtained from Helix
Pomatia) and then with sodium hydroxide.

Table 1. Phenolic acids in cranberry syrup.

Phenolic acid nMol/mL
Protocatechuic acid 133.5
Vanillic acid 342.7
Chlorogenic acid 411.5
Chlorogenic acid converted to caffeic acid 411.5
Caffeic acid 18.7
p-coumaric acid 1789.2
Ferulic acid 231

Sample size and statistical analysis

There is assumed to be a 20% risk of recurrence of
UTI during the first year of antibiotic treatment. The
present study is a non-inferiority clinical trial, in
which it is hypothesised that cranberry syrup treat-
ment is equivalent (non inferior) to trimethoprim.
The limits of equivalence were established at +10%,
with an alpha error of 5% and the power of the study,
80%. In accordance with these data, the sample size
was calculated to be 109 patients per group.

The inter-group comparison of urinary polyphenol
excretion was performed using the following tests:
t-test for independent samples; linear regression anal-
ysis for the concentrations of the different polyphe-
nolic components of the cranberry syrup and in the
urinary phenolic acids; Cox’s regression analysis for
the risk of UTI and the different polyphenolic acids
excreted in the urine, as recorded during follow-up.

Results

The study began on | January 2009 and ended on
31 October 2010 (curtailed by the lack of financial
resources for its continuation). The maximum
follow-up period of each patient recruited was one
year. Due to problems in medical practice during the
randomisation process, 75 patients received cranberry
syrup and 117 received trimethoprim. 6 patients were
lost to the study (3 in each group). Among the study
population, 82 infants were aged less than one year.
51 of these were treated with trimethoprim and 31 with
cranberry syrup. The prevalence of UTI associated
with trimethoprim prophylaxis was 21%, versus 32%
for those given the cranberry syrup (LogRank 1.13;
P = 0.28). Of the 49 children aged from 1-3 years,
28 were treated with trimethoprim and 21 received
cranberry syrup. Among these children, the prevalence
of UTTI associated with trimethoprim prophylaxis was
14.2%, versus 4.7% for those given the cranberry
syrup (LogRank 1.29; P = 0.25). Of the 55 children
aged over 3 years, 34 were given trimethoprim, and
21 received cranberry syrup. Among these children,
the prevalence of UTI associated with trimethoprim
prophylaxis was 38%, versus 38% for those given the
cranberry syrup (LogRank 0.08; P =0.77).

Mean urinary osmolarity in lactating infants aged
under 1 year was 356 mOsm/L (SD 233); in the
children aged 1-3 years, the corresponding value was
725 mOsm/L (SD 199), while among the children
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Table 2. Urinary excretion of phenolic acids of dietary origin by age strata.

(1eMol/g creatinin) Under 1 year 1-3 years Over 3 years Total

N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD
Protocatechuic acid 37 52 4.8 27 341 2.0 29 32 3.0 93 40 37
Syringic acid 37 05 0.8 27 1.0 1.9 29 1.2 23 93 08 1.7
Caffeic acid 37 13 36 27 05 1.1 29 08 1.3 93 09 25
p-coumaric acid 37 08 1.5 27 14 4.8 29 07 1.3 93 1.0 2.8
Ferulic acid 37 156 169 27 6.6 9.4 29 6.0 43 93 100 12.3
Sinapinic acid 37 00 0.0 27 00 0.0 29 1.0 47 93 03 26

Total dietary phenolic acids 37 234 208 27 125 180 29 129 108 93 17.0 18.0

Consort 2010 flow diagram

| Assessed for eligibility (n = 198) |

Excluded (n=6)
« Not meeting inclusion criteria (n = 2)
* Reject to blinding (n = 4)

Randomised (n = 192)

l 1' Allocation ,l l
Allocated to trimethoprim (n = 117)
Allocated to cranberry (n = 75) * Received allocated trimethoprim (n = 116)

« Did not receive allocated trimethoprim (twin

» Received allocated cranberry (n = 76) receives the cranberry) (n = 1)

| Follow-up |

Lost to follow-up (n =3) Lost to follow-up (n =3)
Full time (1 year) (n = 36) Discontinued intervention (give reasons)
Discontinued intervention (give reasons) (n=50)
(n=36) « Treatment discontinuation due to lack
« Treatment discontinuation due to lack of UTI (n = 16)
of UTI (n = 14) * Treatment discontinuation due to
« Treatment discontinuation due to gastrointestinal intolerance (n = 5)
gastrointestinal intolerance (n = 2) * Treatment discontinuation due to rash
« Treatment discontinuation due to (n=1)
rash (n=1) * Treatment discontinuation due to UTI
* Treatment discontinuation due to UTI (n=28)
(n=19)

( Analysis ’|

1

Analysed (intention to treat) (n =72) Analysed (intention to treat) (n = 114)
* Excluded from analysis (lost) (n = 3) * Excluded from analysis (lost) (n = 3)
*  Analyzed with full time (without UTI) * Analyzed with full time (without UTI)
(n=36) (n=64)
* Analyzed with incomplete time (n = 36) * Analyzed with incomplete time (n = 50)

Figure 1. Flow diagram.
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Figure 2. Urinary excretion of dietary phenolic acids following the intake of cranberry syrup or trimethoprim as a treatment for recurrent urinary infection.

Note: Mean values (SEM) are shown.

aged over 3 years, it was 738 mOsm/L (SD 254).
Thus, osmolarity among the lactating infants aged less
than 1 year was significantly lower than that observed
in the older age groups. No significant differences
were detected in this respect between children who
developed UTI and those who did not, and therefore,
a priori, we discount the greater or lesser intake of
water as an element associated with the development
of UTL. In our sample, 44.3% of the urinary infections
affected subjects aged less than one year, with 26.5%
affecting those aged 1-3 years, and 29.2% affecting
those aged over three years.

Analysis of urinary excretion

of dietary phenolic acids

At 12 hours after receiving the cranberry syrup, these
patients eliminated slightly greater urinary concen-
trations of total phenolic acids than did the patients
who received trimethoprim (22.2 uMol/g creatinine
(SD 23.4), vs. 13.9 uMol/g creatinine (SD 13.2);
t=2.18, P = 0.03, respectively). We compared the

quantity of cranberry syrup consumed with the uri-
nary excretion of ferulic acid, and found no sta-
tistically significant association (b = -3.3; t = 1.8;
P =0.08). The urinary excretion of ferulic acid and
of total phenolic acids was higher among the infants
aged under 1 year, with no significant differences
in this respect being observed between those given
cranberry syrup or trimethoprim. Moreover, the
patients who developed urinary infection during the
follow-up period had higher urinary levels of ferulic
acid than did those who completed the follow-up
period without any such infection (t=2.39; P=0.01)

(Fig. 3).

In general, increased urinary osmolarity was asso-
ciated with a lower excretion of ferulic acid, with cre-
atinine decreasing by 0.016 uMol/g for each increase
of 1 mOsm/L in urinary osmolarity (b = 0.016;

P < 0.001).

After performing Cox’s regression analysis on
the ferulic acid and adjusting for urinary osmolar-
ity, we observed that increased urinary excretion of

40 40
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Figure 3. Urinary excretion of dietary phenolic acids in patients who subsequently developed UTI and in patients who did not.

Note: Mean values (SEM) are shown.
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ferulic acid was associated with a greater risk of UTI
developing in infants aged under 1 year (RR 1.06; CI
95% 1.024-1.1; P=0.001). As the prevalence of UTI
was greater among the infants aged under 1 year, we
adjusted the Cox’s regression for urinary osmolarity
and age, thus obtaining a relative risk for UTI of 1.04
(CI 95% 1.02—1.08). In the children aged 1-3 years
and over three years, the relative risk of UTI asso-
ciated with increased ferulic acid was 0.97 (CI 95%
0.79-1.27; P = 0.96) and 1.01 (CI 95% 0.86-1.19;
P =0.88), respectively.

Analysis of urinary excretion
of metabolic phenolic acids
The urinary excretion of total phenolic acids of meta-
bolic origin among the patients given cranberry syrup
was 681.5 nuMol/g creatinine (SD 573.2), versus
664.6 uMol/g creatinine (SD 656.4) for those given
trimethoprim. In the children aged under 1 year, the
urinary excretion of homovanillic acid was signifi-
cantly greater among those given cranberry syrup
(t=2.49; P =0.01); this difference was not observed
in the other age groups (Table 3).

Only among the children aged over 3 years did
we observe levels of 4-hydroxybenzoic acid that
were significantly greater among the children who

developed a urinary infection. Cox’s regression
analysis did not reveal any change in the risk of UTI
associated with a greater excretion of phenolic acids
of metabolic origin.

Discussion

The excretion of ferulic and homovanillic acids was
greater among the infants aged less than | year than
in the other age groups. These infants presented a
greater frequency of UTI, which was significantly
related to the greater excretion of ferulic acid. The
increased excretion of homovanillic acid during
treatment with cranberry syrup could be of inter-
est with respect to designing studies such as the
determination of catecholamines and their metab-
olites in children with possible neuroblastomas or
pheochromocytomas. This aspect has been discussed
by Combet et al.'” Other authors have observed that
a diet of cereals supplemented with berries can
cause an increase in the urinary excretion of homo-
vanillic acid.'® Ferulic acid is the phenolic acid that
is most abundantly excreted in the urine when a
cereal diet is consumed.'" Nevertheless, the strong
association observed between the excretion of fer-
ulic acid and the risk of urinary infection requires
further investigation. Ferulic acid has presented

Table 3. Urinary excretion of phenolic acids of metabolic origin by age strata.

(1uMol/g creatinin) Under 1 year 1-3 years Over 3 years Total

N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD
3-coumaric acid 37 00 0.0 27 0.0 0.0 28 0.0 0.0 92 0.0 0.0
Isoferulic acid 37 50 7.7 27 14 1.7 28 29 38 92 33 5.6
Dihydroferulic acid 36 50 6.7 27 6.2 124 28 35 3.9 91 49 8.2
3,4-di-dihydroxy 37 4.2 6.6 27 21 22 28 21 2.5 92 29 4.6
phenylpropionic acid
m-hydroxyphenyl 37 18 43 27 51 184 28 23 33 92 29 10.5
propionic acid
p-hydroxyphenyl 37 041 0.2 27 37 145 28 0.0 0.1 92 141 7.9
propionic acid
Homovanillic acid 37 1164 391 27 757 368 28 503 227 92 844 441
3,4-di-hydroxyphenyl 37 324 209 27 221 175 28 16.6 8.0 92 246 18.0
acetic acid
3-hydroxyphenyl 37 161 213 27 486 552 28 273 342 92 29.02 397
acetic acid
4-hydroxyphenyl 37 4887 393 27 2538 324 28 1543 570 92 3180 337
acetic acid
Vanillic acid 37 2523 529 27 1456 176 28 805 1M1 92 168.7 359
3-hydroxybenzoic acid 37 05 1.9 27 19 6.5 28 04 1.5 92 09 3.8
4-hydroxybenzoic acid 37 409 307 27 379 557 28 19.8 1.9 92 336 37.2
Total metabolic phenolic acids 37 963.1 730 27 5936 594 28 3597 181 92 6710 622
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in vitro activity as an inhibitor of interleukin 8,"
with a pro-inflammatory and neutrophil activating
effect. In consequence, various forms of traditional
medicine have used the rhizome of Cimicifuga sp.,
which contains high concentrations of ferulic and
isoferulic acid, as a remedy for various inflamma-
tory processes.”” It seems reasonable to believe that
persistent high concentrations of ferulic acid in
the urine could favour the development of urinary
infections, by inhibiting the host’s pro-inflammatory
mechanisms.

Cranberry syrup has been found useful for treating
UTI in adults®” and children.*' Various studies have
related the bioactivity of cranberry with its content
of proanthocyanidins.”®* Lavigne et al** observed
that the anti-adherent effect of cranberry is dose-
dependent, and therefore the concentration of proan-
thocyanidins in urine determines the anti-adherent
effect and, thus, clinical efficacy. In our study, due
to the lack of references to comparable studies of a
paediatric population, we considered the cranberry
dose recommended for adults and adjusted it accord-
ing to body mass. As the determination of proantho-
cyanidins in urine presents results that are at the limits
of sensitivity for the measuring equipment used, and
as the concentrations of phenolic acids in urine are
equivalent for most fractions in patients given either
cranberry or trimethoprim, we believe that the doses
of cranberry syrup used in this study might be insuf-
ficient for the lowest-weight infants. This age group,
with urinary excretion featuring high levels of ferulic
acid, should be given a fixed amount of cranberry
syrup in order to ensure a minimum concentration of
proanthocyanidins in the urine. The cranberry syrup
used in this study was characterised and found to
contain different concentrations of flavonoids, fla-
vonols, proanthocyanidins and low concentrations of
ferulic acid.”” Therefore, we believe the high levels of
ferulic acid detected in infants aged less than 1 year
were probably due to their higher dietary intake of
cereals. Although some of these compounds, and par-
ticularly the glycoside flavonoids, may be absorbed
in the small intestine and eliminated in the urine,* it
is accepted that while various hydroxycinnamic acids
are subject to cellular metabolic metabolism, most
of the polyphenolic compounds are broken down by
intestinal microflora in the colon. Up to 44% of the
protocatechuic acid is derived from the anthocyanins

consumed, especially the cyanidin-3-glucoside.”
Dietary flavonols and especially quercetin could
be metabolised, mainly into phloroglucinol and
3.4-dihydroxyphenylacetic acid.*® The procyani-
dins in the diet are metabolised by the intestinal
microflora, fundamentally into 3.4-di-dihydroxyp
henylpropionic, protocatechuic, 4-hydroxybenzoic
and 3,4-dihydroxyphenylacetic acids, which are elim-
inated in the urine.”” In our study. the patients who
were given cranberry syrup presented a urinary excre-
tion of 3.4-di-dihydroxyphenylpropionic, protocate-
chuic and 3.4-dihydroxyphenylacetic acids which was
similar to that of the patients given trimethoprim. It is
noteworthy that the children aged over 3 years who
developed UTI presented higher urinary concentra-
tions of 4-hydroxybenzoic acid, which could indicate
a greater metabolism by the intestinal microflora of
the proanthocyanidins supplemented with the syrup.

According to the results obtained, the excretion
of ferulic acid is higher in infants aged under 1 year.
This is assumed to be related to the predominance of
cereals in the diet and not to the ingestion of cran-
berry or trimethoprim. However, as we did not con-
duct a nutritional survey and due to problems in the
randomization process, we cannot be categorical in
this respect. This increased excretion of ferulic acid
was associated with an increased risk of urinary
infection.
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The phenolic fraction of a commercial cranberry syrup, which is purported to have good properties for
the prevention of urinary diseases, has been thoroughly characterized using HPLC-DAD-TOF-MS. A study
of its antibacterial activity has also been carried out. For this purpose a new HPLC-DAD-TOF-MS method
using negative and positive ionization modes was developed and it was thus possible to identify 34
different compounds, nine of which have been tentatively characterized for the first time in cranberry
syrup.Itis alsoimportant to highlight that different coumarins in this matrix were also determined, which,
to our knowledge, have not been found previously in the cranberry. The phenolic fraction obtained by
HPLC-DAD was found to be 5.47 mg/mL. Catechin and procyanidins belonging to flavanols were the family
of compounds found at the highest concentrations (2.37 mg/mL); flavonols were at a concentration of
1.91 mg/mL and phenolic-acid derivatives were found at the lowest concentration (0.15 mg/mL). With
regard to antibacterial activity, the incubation of Escherichia coli with cranberry syrup was found toreduce
surface hydrophobicity as a function of the concentration of the extract.

Anti-adhesion activity

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

In recent years there has been ever increasing interest in the
presence of certain compounds in foods that are beneficial to
human health. In plant-derived foods these naturally occurring
compounds form part of the secondary metabolism of many kinds
of fruit and vegetable products and are known as phytochemicals.
The antioxidant capacity of phytochemicals, as well as their health-
promoting and/or disease-preventing properties, are currently the
subject of intense study by the scientific community.

Berries, including raspberries, blueberries, black currants, red
currants, and cranberries, are a rich source of these dietary antiox-
idants [1]. The American cranberry (Vaccinium macrocarpon) in
particular is a rich source of bioactive compounds with antipro-
liferative, antioxidant [2], anti-inflammatory and antimicrobial

* Corresponding author at: Research and Development Functional Food Centre
(CIDAF), Health-Science Technological Park, Avenida del Conocimiento 3, 18100
Granada, Spain. Tel.: +34 958 243296; fax: +34 958 249510.

E-mail address: ansegura@ugr.es (A. Segura-Carretero).

0731-7085/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j,jpba.2011.09.027

properties, which inhibit the growth of pathogenic bacteria such as
Escherichia coli and Helicobacter pylori forexample [3,4]. It has tradi-
tionally been used in the treatment and prevention of urinary-tract
infections in women and also in digestive-tract ailments. The anti-
tumoral properties of cranberries have made them a popular diet
component with an eye to the prevention of neoplastic diseases [5].
The phenolic compounds found in cranberries are believed to be the
principal ingredients responsible for these beneficial effects. Cran-
berries are known for their high concentration of anthocyanins, as
well as their significant contents of flavonols, flavan-3-ols, tannins
(ellagitannins and proanthocyanidins) and phenolic-acid deriva-
tives [6].

One out of two women experience some sort of urinary tract
disorder during their lifetime, which often reoccurs. As has been
observed, the consumption of cranberries has a significant influ-
ence on lowering the incidence of urinary diseases [7,8]. Nowadays
therefore, some dietary supplements containing cranberry extracts
are being developed.

The aim of this work was to characterize the phenolic fraction
contained in cranberry syrup, made up of glucose, sodium ben-
zoate, potassium sorbate and American cranberry (V. macrocarpon),
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using HPLC-DAD-TOF-MS, and also to study its antibacterial activ-
ity. This study is a preliminary step in our thorough research into
the composition of cranberry syrup. The syrup will be then be used
forin vivo analyses to study the metabolites of these phenolic com-
pounds in urine and evaluate the incidence of urinary disorders in
its consumers.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Standards of myricetin, p-coumaric acid, 7-hydroxycoumarin,
and proanthocyanidin A2 were from Extrasynthese (Genay,
France). Folin-Ciocalteu phenol reagent was from Fluka,
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Formic acid and ace-
tonitrile used for preparing mobile phases were from Fluka,
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) and Lab-Scan (Gliwice,
Sowinskiego, Poland) respectively. Distilled water with a resis-
tance of 18.2 M2 was deionized in a Milli-Q system (Millipore,
Bedford, MA, USA). Solvents were filtered before use with a Solvent
Filtration Apparatus 58061 (Supelco, Bellefonte, PA, USA).

2.2. Sample preparation

200 p.L of cranberry syrup, bought in a local pharmacy, was
dissolved in 4 mL methanol, vortexed for 2 min in a G560E Vortex-
Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA), filtered with a
polytetrafluoroethylene (PTFE)syringe filter (0.2 p.m pore size) and
injected directly into the HPLC system.

2.3. Measurement of total polyphenols, proanthocyanidins and
anthocyanins

To quantify the total phenolic content in cranberry syrup,
the Folin-Ciocalteu method was used [9]. The proanthocyanidin
(condensed tannins) and total anthocyanin contents were deter-
mined according to the vanillin-HCl method [ 10] and the methods
described by Fuleki and Francis respectively [11].

2.4. Chromatographic separation

HPLC analyses were made with an Agilent 1200 series rapid-
resolution LC system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)
equipped with a binary pump, an autosampler and a diode-array
detector (DAD). Separation was carried out with a Zorbax Eclipse
PlusCyg analytical column (150 mm x 4.6 mm, 1.8 p.m particle size).
Gradient elution was conducted using two different programs. Gra-
dient program 1 was used for the MS negative ionization mode
consisting of 1% formic acid in water-acetonitrile (90:10, vjv)
(phase A) and acetonitrile (phase B) at a constant flow rate of
0.5 mL/min using the following gradient: 0-20 min, linear gradi-
ent from 5% B to 20% B; 20-25min, linear gradient from 20% B
to 40% B; 25-30 min, linear gradient from 40% B to 5% B; and
30-35min, isocratic of 5% B. Subsequently a different chromato-
graphic method (gradient program 2)was used for the MS positive
ionization mode. Due to their acid-base equilibrium, anthocyanins
need a more acidic pH to be resolved and so the gradient was

modified as follows: water—formic acid (90:10, v/v) (phase A) and
acetonitrile (phase B) at a constant flow rate of 0.5 mL/min using
the following gradient: 0-13 min, linear gradient from 0% B to 20%
B; 13-20 min, linear gradient from 20% B to 30% B; 20-25 min, lin-
ear gradient from 30% B to 80% B; 25-30 min, linear gradient from
80% B to 0% B; and 30-35min, isocratic of 0% B. The addition of
formic acid gave better results for the ionization of the compounds
in positive mode. The injection volume was 10 .L for both gradi-
ent elution programs. The two different methods were chosen as
they both afforded short analysis times and good chromatographic
separations. UV data were collected using DAD set at 280, 320, 360,
and 520 nm.

2.5. ESI-TOF-MS conditions

TOF-MS was conducted using a microTOF™ (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) orthogonal-accelerated TOF mass spectrome-
ter equipped with an electrospray ionization (ESI) interface. The
parameters for analysis were set using both negative and pos-
itive ion modes with spectra acquired over a mass range of
50-1000 m/z. The other optimum values of the ESI-MS parame-
ters were: capillary voltage, 4500V; dry gas temperature, 190°C;
dry gas flow, 9.0 L/min; nebulizer pressure, 2.0bar; and spectra
rate 1Hz. The flow delivered into the MS detector from HPLC
was split using a flow splitter (1:2) to achieve stable electrospray
ionization and obtain reproducible results. The calibrant was a
sodium-formate cluster containing 5mM sodium hydroxide and
0.2% formic acid in water-isopropanol (1:1, v{v), injected at the
beginning of each run with a 74900-00-05 Cole Palmer syringe
pump (Vernon Hills, IL, USA) directly connected to the interface. All
the spectra were calibrated prior to compound identification. All
operations were controlled by DataAnalysis 3.4 software (Bruker
Daltonik), which provided a list of possible elemental formulas by
using the GenerateMolecularFormula™ Editor.

2.6. Assessment of the method

Quantification was made according to the linear calibration
curves of standard compounds. Four calibration curves were pre-
pared using the following standards: myricetin, p-coumaric acid,
7-hydroxycoumarin and procyanidin A2. The different parameters
of each standard compound are summarized in Table 1. All calibra-
tion curves show good linearity between different concentrations
depending upon the analytes in question. The calibration plots
reveal good correlation between peak areas and analyte concen-
trations, and the regression coefficients were always higher than
0.995. LOD was found to be within the range 0.053-0.233 p.g/mL
whilst LOQ was within 0.175-0.679 p.g/mL

Intraday and interday precisions were developed to assess the
repeatability of the method. A syrup extract was injected (n=6)
during the same day (intraday precision) for 3 consecutive days
(interday precision, n=18). The relative standard deviations (RSDs)
of analysis time and peak area were determined. The intraday
repeatability of the peak area, expressed by the RSD, was 1.2%,
whereas interday repeatability was 3.8%.

The accuracy of the assay can be determined by the closeness
of the test value to the nominal value and was evaluated with

Table 1

Analytical parameters of the method.
Analyte RSD LOD (p.g/mL) LOQ (pg/mL) Calibration range (p.g/mL) Calibration equations r Accuracy
Myricetin 023 0.053 0175 L0Q-25 y=22.852x+21.117 0.996 98.7
p-Coumaric acid 031 0.204 0.679 LOQ-250 y=127.13x+7.2384 0.999 99.2
Procyanidin A2 0.36 0.152 0.287 LOQ-100 y=5.8648x+3.8544 0.997 101.3
7-Hydroxycoumarin 027 0233 0.656 LOQ-50 y=37.724x+12.555 0.998 1008
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separately prepared individual primary stock solutions, mixtures
and working solutions of all standards. It was calculated over the
linear dynamic range at three concentration levels: low (LOQ),
medium (intermediate concentrationvalue of the linear calibration
range), high (highest concentration value of the linear calibration
range) via three assays per concentration on different days. The
analyte concentrations were calculated from calibration curves and
accuracy was calculated by the ratio of this calculated concentra-
tion versus the theoretical (spiked) one.

2.7. Bacteria and cultures

Nine strains of uropathogenic E. coli (695, 787, 471, 472, 593,
595, 760, 629 and 607) were obtained from patients with acute
pyelonephritis, together with 4 strains of E. coli from the Spanish
Type Culture Collection (CECT): CECT 424 (F- thr- leu- lacY mtl-
thi- ara gal ton 2 malA xyl, resistant to phages T1, T2 and T6.);
CECT 4076 (Serovar. 0157:H7, originally isolated from haemor-
rhagic colitis); CECT 417 (SupE44[am]. mutant tRNA); and CECT 743
(Serovar. 0142 K86B:H6, isolated from children with diarrhoea).
To enhance the activity of the Type 1 fimbriae [12] the strains were
grown in TSB culture medium at 37 °C for48 h and then centrifuged
at 2000 x g for 10 min. The supernatant was then discarded, and
the strains resuspended in PBS (pH 7.4). This washing process was
performed twice. Finally, the bacterial suspension was adjusted to
109 bacteria/mL(OD of 1.0-542 nm). To enhance the activity of the
P type fimbriae, the strains were incubated for 16 honCFA agar[13],
extracted from the surface of the agar after washing with 5 mL PBS,
and then centrifuged at 2000 x g for 10 min.

2.8. Ammonium sulphate aggregation test

The technique used was that described by Lindahl et al. [14].
Briefly, solutions of ammonium sulphate were prepared, with
osmolarities ranging from 0.2 M to 4 M, using sodium phosphate
as dilutant. Taking 20 pL of bacterial suspension, an equal vol-
ume of ammonium sulphate solution was added and then gently
mixed. The presence of aggregation was observed after 30 s gentle
manual rotation at room temperature over a glass slide, and the
lowest concentration of ammonium sulphate that produced visi-
ble aggregation was noted. Aggregation with the 4 M solution was
interpreted as a hydrophobicity of 0%, whilst aggregation with the
0.2 M solution was interpreted as 95% hydrophobicity.

3. Results and discussion
3.1. Chromatographic profile and compound identification

The base-peak chromatograms (BPC) of a cranberry syrup,
obtained using both negative and positive ionization modes, are
set out in Fig. 1(a) and (b). The tentatively identified phenolic
compounds are summarized in Tables 2 and 3 (negative and pos-
itive ionization modes respectively), including retention times,
experimental and calculated m/fz, molecular formula, error, sigma
values (comparison of theoretical with measured isotope patterns),
together with their proposed identities.

Phenolic compounds were successfully separated and identi-
fied with a gradient optimized for negative and positive ionization
modes. The compounds were identified by interpreting their mass
spectra obtained via TOF-MS, taking into account all the data
reported in the literature. All these facts were also complemented
with the UV spectra provided by DAD, which gave additional infor-
mation about the family of compounds as far as the absorbance
bands are concerned.

3.2. Compounds identified in negative ionization mode

Twenty-seven phenolic compounds were identified in negative
ionization mode, including 6 new proposed compounds reported
for the first time in the American cranberry (V. macrocarpon).
Table 2 and Fig 1(a) show the base-peak chromatogram (BPC) in
negative mode of an extract of cranberry syrup.

3.2.1. Phenolic-acid derivatives

The first group of peaks migrated between 4.85 and 8.92 min
and the compounds were related to the phenolic-acid family. Peak
1 (RT 4.85 min) gave a molecular mass of mjz 325.0929, which was
tentatively identified as coumaroyl-hexose according to the molec-
ular formula provided for its mass and corroborated by its fragment
ion at mfz 163.0406, corresponding to a loss of the sugar moeity
(162 Da) [6]. Peak 2 (RT 6.19 min), which showed an ion at mfz
385.1127, gave a fragment at mfz 223.0596, corresponding to a loss
of sugar moiety; thus, it was identified as sinapoyl-hexose [15].
The ion at RT 6.44 min corresponds to caffeoyl glucose with the
precursor and fragment ions at m/z 341.0888 and 179.0351 respec-
tively, indicating the loss of a sugar moeity. Peak 4 (RT 6.89 min)
was assigned to chlorogenic acid [16], showing a fragment at
mjz 191.0558, corresponding to the quinic-acid moiety previously
reported. The presence of another isomeric form of coumaroyl-
hexose was tentatively identified in peak 5 (RT 7.16 min). Peak 7
(RT 8.92 min) was tentatively identified as canthoside A [17], this
apparently being the first time that this compound has been found
in the cranberry.

3.2.2. Flavonoids

The HPLC-DAD-TOF-MS analysis of the cranberry syrup extract
revealed a total of 20 flavonoids (summarized in Table 2). For
most flavonoids, the negative ionization mode provided the high-
est sensitivity and selectivity [18]. The following flavonols already
found in cranberry were confirmed in our sample: myricetin
3-0-hexose (peak 9) [19,20], myricetin 3-Q-arabinoside (peak
14) [21], quercetin 3-0-hexose (peak 16) [19], quercetin 3-0-
xylopyranoside (peak 18) [19], quercetin 3-0-arabinopyranoside
(peak 19) [19,21], quercetin 3-O-arabinofuranoside (peak 20)
[19,21], quercetin 3-O-rhamnoside (peak 21) [20,21], myricetin
(peak 22) [21], methoxyquercetin 3-O-galactoside (peak 23) [19]
and quercetin (peak 27) [16,21]. As can be see in Table 2, quercetin
and derivates with sugar bonds gave the fragment ion at m/z 301,
corresponding to the loss of a sugar moiety.

Three different isomers of A-type procyanidin were identified
in cranberry syrup at times 13.35, 14.28, 16.94 min with a m/z of
575.12 (peaks 11, 13 and 17), showing a typical fragment at mfz
423. Two B-type procyanidin isomers with a mfz of 577.13 eluted
at 8.00 and 14.15min (peaks 6 and 12) and their fragments at 425
and 289 were also detected [22]. Peak 8, with a m/z0f289.0714 and
a retention time of 9.65 min, was identified as (+)-catechin.

Dihydroferulic acid 4-0-B-p-glucuronide (peak 10), cavi-
unin glucoside (peak 15), biochanin A-7-0-glucoside (peak 24),
prodelphinidin B4 (peak 25) and kaempferol 3-0-p-p-(6"-p-
hydroxybenzoyl)-galactopyranoside (peak 26) were identified
using mass spectra, UV spectra and the information provided by
the GenerateMolecularFormula™ Editor. As far as we know, this
is the first time that these compounds have been reported in the
cranberry.

Dihydroferulic acid 4-0-$-p-glucuronide at m/z 371.0989 pre-
sented a fragment at a m/z of 175.0283, which corresponds to the
glucuronide moiety after the fragmentation of the dihydroferulic
acid. Cavinium glucoside at m/z 535.1482 showed a fragment at m/z
373.0907, indicating the loss of the sugar moiety. Fig. 2 shows the
structures of the newly identified compounds in cranberry syrup.
Additional unidentified compounds have been included in Table 2

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

I Iswaldi et al. / Journal of Pharmaceuticat and Biomedical Analysis 58 (2012) 34-41

Intens.

x10°
1.5

1.0

05

0.0

23 24 25

A DA,

27

Intens.

17.5

20.0

225 25.0

Time [min]

x10°
1:2

1.0
0.8

0.6

5.0 75

10.0

175

27

225 25.0

Time [min]

37

Fig. 1. Chromatographic profiles using the gradient programs: (a) base peak chromatogram (BPC) for the gradient program 1, negative ionization mode; (b) base peak
chromatogram (BPC) for the gradient program 2, positive ionization mode.

Table 2
Phenolic compounds in cranberry syrup characterized by HPLC-DAD-TOF-MS in negative ionization mode.
Peak Class/phenolic compounds RT (min) Selected ion m/zexperimental mj/zcalculated Fragments Error  Sigma  Molecular
number (ppm) formula
Phenolic acid derivatives
1 Coumaroyl-hexose 485 [M-H]~ 325.0929 325.0929 163.0406 00 0.0213  CisHis0g
2 Sinapoyl-hexose 6.19 [M—H]~ 385.1127 385.1140 223.0596 33 0.0176  C7H2:010
3 Caffeoyl glucose 644  [M-HJ 341.0888 341.0878 1790351 2.9 00107 CysHys00
4 Chlorogenic add 6.89 [M-H]- 353.0867 353.0878 191.0558 3.0 0.0561 Cj5Hie0q
5 Coumaroyl-hexose 7.16 [M-H]~ 325.0918 325.0929 163.0398 34 0.0298 C;sHi30s
7 Canthoside A 8.92 [M-H]~ 4451355 445.1351 08 0.0238  CigH2012
Flavonols
9 Myricetin 3-O-hexose 11.94 [M—H]~ 479.0835 479.0831 317.0301 08 0.0204 CyHz03
10 Dihydroferulic acid 4-0-£-D-glucuronide 12.16 [M-H]~ 371.0989 371.0984 175.0283 15 0.0131  CgH0010
14 Myricetin 3-0-arabinoside 1494 [M-HJ- 449.0739 449.0725 317.0286 29 0.0217 CyHys0yz
15 Caviunin glucoside 15.15 [M-H]~ 535.1482 535.1457 373.0907 47 0.0109 CpsHy043
16 Quercetin 3-0-hexose 15.44 [M-H|~ 463.0894 463.0882 301.0293 25 0.0107 CxnH2012
18 Quercetin 3-O-xylopyranoside 17.14 [M—H|~ 433.0784 433.0776 301.0350 19 0.0113  CyoHigOny
19 Quercetin 3-0-arabinopyranoside 17.88 [M—-HJ~ 433.0797 433.0776 301.0302 48 0.0238  CyoHygOny
20 Quercetin 3-0-arabinofuranoside 18.75 [M-H]- 433.0781 433.0776 301.0332 1.0 0.0132  CyoHie0y
21 Quercetin 3-0-rhamnoside 19.13 [M-HJ- 447.0937 447.0633 301.0325 09 0.0021 Gy Hz01
22 Myricetin 2273 [M-H|~ 317.0292 317.0303 36 0.0178  CisHi00g
23 Methoxyquercetin 3-0-galactoside 2375 [M-H|~ 477.1033 477.1038 12 0.0271  C;2H2012
26 Kaempferol 3-0-8-D-(6"-p- 28.15 [M—H]~ 567.1143 567.1144 0.2 0.0104  CpH24013
hydroxybenzoyl)-galactopyranoside
27 Quercetin 28.36 [M-H]- 301.0337 301.0354 55 0.0196 CisH;007
Flavanols
6 Procyanidin B type isomer 1 8.00 [M-H|~ 577.1328 577.1351 289.0687 4.1 0.0405 CxH26012
8 (+)-Catechin 9.65 [M-H] 289.0714 289.0718 1.3 0.0033 CisH1406
11 Proacyanidin A2 type isomer 1 13.35 [M-H]~ 5751211 575.1195 423.0631 3.0 0.0156  C3H24012
12 Procyanidin B type isomer 2 14.15 [M-H|~ 577.1306 577.1351 425.0761 55 0.0263 C30Ha012
13 Proacyanidin A2 type isomer 2 14.28 [M-H]J- 575.1216 575.1195 423.0631 37 0.0476  C30H24013
17 Procyanidin A2 type isomer 3 16.94 [M-HJ 575.1218 575.1195 4230733 40 00290  CiHy40;;
25 Prodelphinidin B4 26.11 [M-H]~ 609.1238 609.1250 1.9 0.0355 CH2014
Isoflavonoids
24 Biochanin A-7-0-glucoside 24.82 [M-H]~ 4451156 445.1140 35 0.0284 CyHp0i0
Unknown compounds
a 820 [M-H]- 431.1554 431.1559 11 0.0138  CjgHz0y;
b 8.67 [M-H] 431.1923 431.1923 01 0.0247  CyoH3010
c 16.19 [M-H|~ 537.1641 537.1614 5.2 0.0109  CasH30013
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Table 3
Phenolic compounds in cranberry syrup characterized by HPLC-DAD-TOF-MS in positive ionization mode.
Peak Class/phenolic compounds RT (min) Selected ion m/z experimental mjz calculated Fragments Error  Sigma  Molecular
number (ppm) formula
Phenolic acid derivatives
5 Coumaroyl-hexose 13.01 [M+K]* 365.0575 365.0633 203.0028 15 0.0225 C;sHig0s
29 2-Hydroxybenzoic acid 13.90 [M+H]* 139.0401 139.0390 78 00113 GHg0s
30 Digallic acid 14.82 [M+H]* 323.0438 323.0398 140.9858 124 0.0131 Cy4Hy00g
Flavonols
9 Myricetin 3-0-hexose 15.66 [M+H]* 481.0973 481.0977 319.0446 09 00293 Cy3H052
14 Mryicetin 3-O-arabinoside 17.19 [M+H]* 451.0872 451.0871 319.0439 0.2 0.0352 CyoH10y2
16 Quercetin 3-0-hexose 17.91 [M+H]* 465.1023 465.1028 303.0491 1.0 0.0294 CnH0012
18 Quercetin 3-O-xylopiranoside 18.85 [M+H]* 4350933 435.0922 303. 0485 25 0.0351 CaoHi1s0n
19 Quercetin 3-0-arabinopyranoside 19.33 [M+H]* 435.0936 435.0922 303.0509 34 0.0440 Gy Hy01y
20 Quercetin 3-0-arabinofuranoside 19.67 [M+H]* 435.0934 435.0922 303.0494 27 0.0355 CyoHis0yy
21 Quercetin 3-O-rhamnoside 20.04 [M+H]* 449.1063 449.1078 303.0495 3.4 0.0340 Gy Hz0014
23 Methoxyquercetin 3-O-galactoside 2045 [M+H]* 479.1191 479.1184 317.0663 2.1 00773 CyuHuOy;
33 Syringetin (3’ 5'-O-Dimethylmyricetin)  20.69 [M+H]* 347.0765 347.0761 11 0.0214 C7H1404
22 Myricetin 21.19 [M+H]* 319.0445 319.0448 1.2 00123 CisHi00s
27 Quercetin 25.66 [M+H]* 303.0500 303.0499 02 0.0078 CjsH1007
Flavanols
1n Procyanidin A2-type isomer 1 15.20 [M+H]* 577.1342 577.1341 425.0875/287.0542 0.2 00713 CioHp042
13 Procyanidin A2-type isomer 2 17.41 [M+H]' 577.1336 577.1341 425.0858/287.0532 0.9 0.0127 C30Hy4012
Coumarins
28 7-Hydroxycoumnarin 11.94 [M+H]* 163.0395 163.0390 31 0.0168 CoHs0:
31 Coumarin 18.21 [M+H]* 147.0447 147.0441 46 0.0058 CoHgO;
32 Scopoletin 18.90 [M+H]* 193.0415 193.0417 177.0538/147.0446 0.4 0.0271 CyoHs04
Anthocyanin
34 Petunidin 22.34 [M+H]* 317.0629 317.0656 85 0.0252 CigHia07
Unknown compounds
a 14.37 [M+H]* 441.1104 441.1086 41 0.0258 C3oHi504
b 17.68 [M+H]* 397.1375 397.1341 87 0.0248 Cy5Hy4012
HO:
COOH HO #e
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Fig. 2. Structures of new compounds identified in cranberry syrup, (7) canthoside A, (10) dihydroferulic acid 4-0-#-p-glucuronide, (15) caviunin glucoside, (24) biochanin
A-7-0-glucoside, (25) p inidin B4,(26) k p 3-0-8-p-{6"-p-hydroxybenzoyl)-galactopyranoside, (28) 7-hydroxycoumarin, (30) digallic acid, and (31) coumarin.
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as they form an important part of the polar fraction of cranberry
syrup.

3.3. Compounds identified in positive ionization mode

The presence of anthocyanins in cranberries has been reported
in the literature, and since anthocyanins have maximum sensitiv-
ity in positive mode due to their inherent positive charge [18] the
extract was also characterized in positive ionization mode. Fig. 1{b)
shows the BPC ofan extract of cranberry syrup in positive ionization
mode. Thus, by using the proposed method 20 phenoliccompounds
were identified in positive ionization mode in the cranberry-syrup
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Table 4
Phenolic compounds in cranberry syrup expressed in jg/mL of syrup (n=5).
Class/phenolic compounds pg/mL cranberry syrup
Phenolic-acid derivatives
Coumaroyl-hexose 56.70+2.05
Sinapoyl-hexose 10.72£0.37
Caffeoyl glucose 19.63 £0.62
Chlorogenic acid 19.35+053
Coumaroyl-hexose 4018 +£1.15
Canthoside A 1.61+0.04
2-Hydroxybenzoic acid 49.40 +1.45
Gallic acid 3-0-gallate 58.36+1.63
Flavonols
Myricetin 3-O-hexoside 12587+ 487
Dihydro ferulic acid 4-0-g-p-glucuronide 2396+1.21
Myricetin 3-O-arabinoside 226.63+8.83

extract. Despite the fact that several anthocyanidins have been pre-
viously described in the cranberry, only petunidin (peak 34) [23]
has so far been identified in the syrup.

In addition, several phenolic acids, flavonols, flavanols and
hydroxycoumarins were identified in positive ionization mode. It is
important to note that some of them were also found in the analy-
sis carried out in negative ionization mode, but most of them could
only be identified thanks to this positive ionization mode.

Thus, the phenolic acids identified were: coumaroyl-hexose
(peak 5), which had also been identified in the negative mode;
2-hydroxybenzoic acid (peak 29) [24], which presented a m{z of
139.0401 and digallic acid (peak 30) at m{z 323.0438, which showed
a fragment at mfz 141, corresponding to the loss of a gallate moiety,
thus corroborating its identification [25].

Several flavanols that had already been identified in the
negative ionization mode were also detected and identified:
myricetin 3-0-hexose (peak 9), myricetin 3-0-arabinoside (peak
14), quercetin 3-0-hexose (peak 16), quercetin 3-0-xylopiranoside
(peak 18), quercetin 3-0-arabinopiranoside (peak 19), quercetin 3-
Q-arabinofuranoside (peak 20), quercetin 3-0-rhamnoside (peak
21), methoxyquercetin 3-0-galactoside (peak 23); myricetin (peak
22) and quercetin (peak 27). Furthermore, syringetin (peak 33),
a flavonoid that could not be detected in negative ionization
mode, was also identified. All the quercetin and myricetin-sugar
conjugates showed a fragment ion at mjz 303 and 319 respec-
tively, corresponding to the aglycone of quercetin and myricetin.
Moreover, two isomers of Type A procyanidin (peaks 11 and 13
respectively) were also detected in positive ionization mode.

Finally, several coumarins were tentatively identified only in
positive ionization mode. Peak 28 presented a mjz of 163.0395
and was assigned to 7-hydroxycoumarin, as reported in the bib-
liography [26]. Peak 31, with a mfz of 147.0447, was tentatively
identified as coumarin. Another coumarin, at m/z 193.0415 and
showing fragments at m/z 177 and 147, was identified as scopo-
letin, according to Chen et al. [27]. As far as we know, this is the
first time that 7-hydroxycoumarin and coumarin have been iden-
tified in the cranberry (Fig. 2) by using HPLC-DAD-TOF-MS in the
same run.

3.4. Quantification

Quantification was done using the calibration curves shown
in Table 1. The calibration curve of myricetin at A=280nm
was used to quantify flavonols, whilst phenolic-acid derivatives
were quantified with the calibration curve of p-coumaric acid at
2.=280 nm. Flavanols were quantified using the curve of procyani-
din A2 at =280nm and coumarins with the calibration curve of
7-hydroxycoumarin at A =280 nm. The concentrations of the phe-
nolic compounds identified in cranberry syrup are summarized in
Table 4. Thus, the overall phenolic content obtained by HPLC-DAD
was found to be 5.47 mg/mL. The family of flavanols (catechin and
procyanidins)was found at the highest concentration (2.37 mg/mL)

297.304+13.43
391.13+£19.29

Caviunin glucoside
Quercetin 3-O-hexoside

Quercetin 3-O-xylopirancside 68.13+2.37
Quercetin 3-O-arabinopyranoside 66.39+2.17
Quercetin 3-O-arabinofuranoside 12053+ 431
Quercetin 3-0O-rhamnoside 13051+ 423
Myricetin 114784+3.79
Methoxyquercetin 3-O-galactoside nq*
Kaempferol 3-0-8-p{6"-p- 30.70+1.39
hydroxybenzoyl)-galactopyranoside
Quercetin 303.27+12.81
Syringetin 24724083
Flavanols
Procyanidin B type isomer 1 202.84+7.39
(+)-Catechin 374.31+15.43
Proacyanidin A2 type isomer 1 364.03+14.89
Procyanidin B type isomer 2 21564+ 9.10
Proacyanidin A2 type isomer 2 356.994 12.88
Procyanidin A2 type isomer 3 644.37 + 49.71
Prodelphinidin B4 209.98+7.37
Isoflavonoids
Biochanin A-7-0-glucoside nq
Coumarins
7-Hydroxycoumarin 246.91+8.77
Coumarin 174.90+6.21
Scopoletin 449.99+19.82
Anthocyanin
Petunidin 9.59+2.90
Total 5469.35 + 194.81

4 Not quantified.

followed by flavonols (1.91 mg/mL). Phenolic-acid derivatives were
found at the lowest concentration (0.15 mg/mL).

3.5, Total polyphenol, proanthocyanidin and anthocyanin
contents

Spectrophotometric methods are normally used to measure
phenolic contents so various spectrophotometric assays were
made to the syrup extracts. To quantify the total phenolic com-
pounds by the Folin Ciocalteu method, a caffeic acid calibration
curve was constructed. The calibration curve showed good lin-
earity between the concentration of caffeic acid and absorbance,
as described by the equation y=0.0149x —0.0206 (12 =0.995). The
total polyphenol content was 15.26+0.08 mg/mL of cranberry
syrup. The total proanthocyanidins expressed as catechin equiv-
alents was 9.9+ 0.1 mg/mL of cranberry syrup, as described by
the equation y=0.0098x—0.0153 (r2=0.991). The anthocyanin
content found in cranberry syrup was 1.35+0.04 mg/mL. The
results obtained by these spectrophotometric analyses were higher
than those obtained by HPLC-DAD. This can be put down to the
interference of compounds such as sugars, which can cause anover-
estimation of the results, and cranberry syrup does in fact, contain
a high quantity of glucose.
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3.6. Antibacterial activity evaluation

Previous studies [28] have reported the beneficial effect of
cranberry syrup in preventing urinary tract infection (UTI) among
women, achieving a reduction in the absolute risk of UTI infection
compared to placebo treatment. This effect has been explained in
terms of the anti-adherent effect of cranberry on E. coli. Ferrara
et al. [29], in a controlled clinical trial including placebo treatment
in children aged over 3 years, showed that cranberry syrup prevents
the recurrence of symptomatic UTI.

The first step in the colonisation of the epithelium by E. coli
is determined by its capacity to adhere to the host cells. Initially,
thiscapacity is determined by the micro-organism’selectric surface
charge and surface hydrophobicity, and subsequently by other fac-
torssuchas the formation ofdiverse types of fimbriae and of specific
adhesins. Other authors have shown that fimbriae Types 1, Pand S
are not essential factors in the adhesion and subsequent colonisa-
tion of the urogenital epithelium by E. coli. These adhesions may, in
general, be considered features of the virulence of extra-intestinal
E. coli, but they are not essential for E. coli to become uropathogenic,
all of which accounts for the current research interest in the extent
to which cranberry extract may affect the non-specific adherence
properties of E. coli.

In fact, nodifferences were observed in the surface hydrophobic-
ity of E. coli following its growth in TSB culture medium to enhance
the expression of Type 1 fimbriae (Z=0.35; pNS). Nevertheless, the
incubation of the bacterial suspension with cranberry syrup at final
concentrations of either 1:1000 or 1:100 resulted in significant
reductions in surface hydrophobicity, depending upon the concen-
tration of cranberry, both after growth in TSB medium and on CFA
agar.

Incubation of E. coli with cranberry syrup resulted in a reduc-
tion in its surface hydrophobicity and did not depend upon the
quantities of Type 1 or Type P fimbriae expressed. In earlier stud-
ies [30] it was reported that the incubation of E. coli with certain
anti-oxidants, such as vitamin E, produced similar reductions in
surface hydrophobicity. As far as surface hydrophobicity is con-
cerned, however, the incubation of E. coli with 1:1000 dilutions
of cranberry extract (which do not affect the haemagglutination
mediated by Type P fimbriae) did produce significant reductions
in surface hydrophobicity, thus showing that extremely low levels
of this extract are capable of modifying the non-specific adherence
properties of E. coli.

The A-linkage in cranberry procyanidins may represent an
important structural feature for anti-ad hesive activity in bacteria. It
has been demonstrated that Type A cranberry procyanidins hinder
the adhesion of P-fimbriated uropathogenic E. coli to uroepithelial
cells in vitro [8] and it has also been found that trimeric proantho-
cyanidins and Type A dimeric procyanidins are responsible for the
anti-adhesive effect of cranberry. The composition of the cranberry
syrup used in our study, which was rich in Type A procyanidins,
may account for the reductions in surface hydrophobicity.

4. Conclusions

The powerful analytical method HPLC-DAD-TOF-MS was used
to characterize a commercial cranberry syrup used to prevent
urinary tract diseases. It was possible to identify a total of 34
compounds in the sample in less than 29 min using positive and
negative ionization modes. To our knowledge, nine of these com-
pounds are tentatively identified in cranberry for the first time.
Different coumarins were also found in cranberry for the first time
when analyzing its whole phenolic fraction by HPLC-DAD-TOF-MS.
This finding was possible thanks to the mass accuracy and sensi-
tivity provided by TOF-MS. Antibacterial activity was investigated

further and it was possible to prove that very low concentrations
of cranberry extract have the capacity to modify the non-specific
adherence properties of E. coli, producing a reduction in surface
hydrophobicity.

This study is of great significance for understanding the bene-
ficial effects of cranberry syrup on health. Further analysis will be
required to find out more about the activity leading to the preven-
tative function of these compounds.
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RESUMEN

Justificacion. La profilaxis de la infeccion de orina recurrente infantil con trimetoprim
se ha mostrado eficaz tanto para reducir la recurrencia de infecciones de orina como la
frecuencia de gérmenes multiresistentes. Como alternativa a la profilaxis antibiética el
presente estudio plantea evaluar la eficacia del jarabe de ardndano americano en la
profilaxis de la infeccion urinaria recurrente infantil.

Metodos. Se desarrolla un ensayo clinico controlado, doble ciego en nifios mayores de
1 mes de edad. Se parte del supuesto de equivalencia de una dosis Unica nocturna de
jarabe de arandano americano vs trimetoprima en la profilaxis de la infeccion urinaria
de nifios con historia de infecciones recurrentes, reflujo vesicoureteral o ectasia de
pelvis renal asociada a infeccion. Se efectla el seguimiento de los pacientes durante un
periodo maximo de 1 afio. Se evalta el efecto como recurrencia de infeccion urinaria
diagnosticada por urocultivo mas un sedimento de orina patoldgico. El anélisis
estadistico se realiza mediante un andlisis de Kaplan Meier.

Resultados. De 201 pacientes elegibles, se aleatorizan 192 en bloques permutados de
10 sujetos para recibir jarabe de arandano americano o trimetoprima. 75 pacientes se
asignan para recibir ardndano americano y 117 pacientes para recibir trimetoprima. Los
pacientes en profilaxis con jarabe de arandano americano tienen recurrencia de
infeccion de orina en el 28% de los pacientes (Cl 95% 11.0-45.8) frente a 43% de los
que reciben trimetoprima (Cl 95% 26.9- 64.6), estas diferencias no resultaron
estadisticamente significativas (dif. 15 IC 95% -5.3 a 34.9). No observamos diferencias
significativas entre profilaxis en pacientes con ectasia pelvis renal e infeccion o reflujo
vesicoureteral. Observamos una disminucion significativa de la tasa de riesgo (e"=0.33)
de infecciones urinarias en pacientes con edades comprendidas entre 1-3 afios cuando
reciben jarabe de arandano americano.

Conclusiones. Nuestro estudio confirma que en la profilaxis de infeccidén urinaria
recurrente el jarabe de arandano americano es seguro y eficaz en la poblacion infantil,
siendo su eficacia para esta indicacion no inferior a trimetoprima. (European Clinical
Trials Registry EuDract 2007-004397-62).

Keywords: Arandano americano; Infeccion urinaria; Trimetoprima; Reflujo
vésicoureteral; Antibidticos; Profilaxis
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ABSTRACT

Aims: Trimethoprim prophylaxis for recurrent paediatric urinary tract infections (UTI)
has been shown to be effective in reducing both the recurrence of such infections. As an
alternative, the present study evaluates the effectiveness of arandano americano syrup in
treating paediatric recurrent UTI.

Methods: A controlled, double-blind clinical trial was carried out on infants aged more
than one month. The initial hypothesis was that the ardndano americano syrup was
equivalent to one of trimethoprim in children with a history of recurrent infections. The
outcome was evaluated in terms of UTI recurrence. The statistical analysis was
performed using the Kaplan Meier method. (European Clinical Trials Registry EuDract
2007-004397-62)(ISRCTN16968287).

Results: Of the 201 patients eligible, 192 were included to receive either ardndano
americano syrup or trimethoprim. Urinary tract infection observed in 47 patients, 17
were males and 30 females. We recruited 95 patients diagnosed with recurrent UTI
entry, 26 patients during follow-up have a UTI (27.4%, Cl 95% 18.4%-36.3%). 6
patients (6.3%) were male and 20 (21.1%) females. 18 patients (18.9% of the total, ClI
95% 11%-26.3%) patients receiving trimethoprim have UTI and 8 patients (8.4% of the
total, Cl 95% 2.8%-13.9%) of the receiving ardndano americano.

Conclusions: Our study confirms that arandano americano syrup is a safe for the
paediatric population. Cranbery prophylaxis is not equivalent to trimethoprim, showing
non-inferiority versus trimethoprim.

Keywords: Arandano americano; Urinary tract infections; Trimethoprim; Vesico-
ureteral reflux; Antibiotic prophylaxis
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INTRODUCCION

6.1. Definicion de infeccién urinaria

La infeccion urinaria (IU) engloba un grupo heterogéneo de problemas que
tienen en comin la concurrencia de bacterias en orina e inflamacion de los tejidos
urinarios en diferente grado.

Puede afectar a la uretra o la vejiga (vias urinarias bajas) y a los uréteres, pelvis
renal, calices y parénquima renal (vias urinarias altas). Desde el punto de vista clinico
en algunas ocasiones es dificil establecer el diagnéstico topogréafico, especialmente en
los nifios pequefios, ya que la sintomatologia suele ser muy inespecifica *. Con un
criterio amplio y atendiendo basicamente a los aspectos relevantes para la préctica
clinica pediatrica, consideramos los siguientes términos y definiciones:

1. Pielonefritis aguda: es la infeccion del tracto urinario (ITU) que presenta fiebre
>38,5° C asociada a signos bioldgicos de inflamacion, por ejemplo la proteina C
reactiva (PCR), la procalcitonina o la velocidad de sedimentacion globular
(VSG) aumentadas. Comporta un riesgo potencial de lesion renal con aparicion
de cicatrices corticales renales. En la exploracion encontraremos afectacion del
estado general, taquicardia, aspecto séptico, dolor a la palpacion abdominal,
pufiopercusion renal positiva.

2. Cistitis: es la IU localizada en la vejiga de la orina, que acostumbra a ser afebril,
con presencia de sintomas miccionales y ausencia de dolor lumbar, y que no
comporta riesgo de lesion del parénquima renal. No precisaria anlisis de sangre.

3. Uretritis: poco frecuente en pediatria como entidad aislada, se manifiesta
también con sintomas miccionales sin fiebre y, a menudo, con eliminacion de
exudado tal y como se ve en adolescentes. En nifios mas pequefios puede formar
parte, practicamente indiferenciable por la clinica, de balanopostitis, de
vulvovaginitis o de cistitis.

4. Bacteriuria asintomatica: presencia de un recuento significativo de bacterias en
la orina en ausencia de signos o sintomas clinicos.

5. Infecciones recidivantes del tracto urinario. Se habla de recidiva cuando
coexisten al menos 3 episodios de ITU al afio. Cada nuevo brote de infeccion
deberé tratarse durante 10-14 dias como en la infeccion del tracto urinario de
alto riesgo. Debe distinguirse entre:

a. Recaidas después de tratamiento, altamente sugestivas de
malformaciones del tracto urinario.

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

b. Reinfecciones. Suelen presentarse dentro del primer afio después de la
ultima infeccion urinaria. Generalmente son expresiéon de una bacteriuria
asintomatica.

6.2 Epidemiologia de la ITU

La ITU es la infeccion constatable més frecuente en la infancia * fuentes
bibliograficas consultadas muestran una prevalencia total aproximada del 2% al 5% en
lactantes y nifios % Alrededor del 5-8% de nifios y nifias menores de 2 afios con fiebre
sin una focalidad definida tienen una ITU. En los primeros 4-6 meses de vida es mas
frecuente en varones, cuando éstos no estan circuncidados como es lo habitual en
Europa, con una relacién nifio/nifia del orden de 4-5/1. Desde los 6 meses y mas aun a
partir de los 3 afios la ITU es mucho més frecuente en nifias, de modo que la padecen
cerca de un 5% de las escolares, con una relacion nifia/nifio superior a 10/1.

Un apartado especial ocupa la incidencia de la infeccién urinaria en los recién
nacidos que se estima de 0,5-1% en recién nacidos a término y 3-5% en prematuros. La
verdadera incidencia en este colectivo es dificil de establecer porque los métodos de
recogida de orina empleados sobreestiman el nimero de casos debidos a contaminacion.
En nuestro medio la prevalencia de ITU en los recién nacidos pretérmino oscila entre 4
y 25%. Estos datos varian ademas en funcion de si la infeccion es nosocomial o
adquirida en la comunidad.

Como veremos mas adelante, edad, sexo, estado de circuncision son factores que
modifican la prevalencia de ITU en la infancia después del periodo neonatal. Algunos
estudios *, han sugerido que la raza podria también ser un factor relevante siendo la
infeccion del tracto urinario mas frecuente en la raza blanca en comparacion con la raza
negra; sin embargo, la heterogeneidad de los estudios que analizan esta variable no han
permitido concluir al respecto.

La recurrencia de ITU es frecuente (15-20%), especialmente durante el primer
afio tras el episodio inicial, aumentando el riesgo con el nimero de episodios previos. El
reflujo vésico-ureteral (RVU) se detecta en el 30-40% de nifios y nifias menores de 2
afios y en el 20-25% de las nifias escolares con ITU recurrente *,

Todos estos datos nos previenen de la magnitud potencial de la ITU, de hecho, la
afectacion renal y la posibilidad de desarrollo de cicatrices renales, establecida mediante
gammagrafia renal con DMSA, se estima en el 40-70% de las ITUs febriles >°. Por otra
parte, la edad menor de 2 afios, el retraso del tratamiento, la ITU recurrente, el RVU en
grado 1l o superior y la uropatia obstructiva son los factores de mayor riesgo para el
desarrollo de cicatriz renal cuya prevalencia se estima en un 6-15% tras ITU febril en
este rango de edad.

Las cicatrices renales pueden asociarse con la presencia de hipertension arterial
(HTA) hasta un 10-20%, proteinuria persistente e insuficiencia renal cronica (IRC).
Algunas publicaciones ’, son desalentadoras respecto a la precocidad del
tratamiento médico en la prevencién de la formacién de cicatrices renales. Aunque un
tratamiento adecuado en las primeras 24 horas disminuye la posibilidad de afectacién
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renal durante la fase aguda de ITU. Todas estas consideraciones fuerzan la idea de la
importancia de la prevencion en la infeccion de orina ®.

6.3. Etiologiade la ITU

En los primeros afios de vida se dan algunas circunstancias que favorecen la
contaminacion perineal con flora del intestino, como son la incontinencia fecal, la
exposicion —a veces prolongada- a las heces en los pafiales y la fimosis fisioldgica.

E. coli, es el microorganismo que mas frecuentemente invade la via urinaria en
ITUs no complicadas (90% de los casos). Accede por via ascendente al tracto urinario y
es conocida su apetencia y capacidad de adhesion al urotelio mediante sus fimbrias o
pili. Una vez colonizada la vejiga, las caracteristicas de la infeccion dependeran de
factores propios del paciente asi como de la cepa en cuestion. Sin embargo, es preciso
tener en cuenta otros patdgenos y circunstancias especiales:

Menos frecuentes:

e Kilebsiella sp (hasta un 25% en recién nacidos).

e Proteus mirabilis.

e Otras enterobacterias (Shigella, Salmonella...).

e Pseudomona aeruginosa (frecuente en recién nacidos e infecciones
nosocomiales).

e Enterococcus faecalis.

e Staphilococcus coagulasa negativo (en recién nacidos y nifias adolescentes
sexualmente activas).

Raros:

Estreptococo del grupo B.

S. aureus.

Otras bacterias.

Céandida.

Otros hongos (considerar en pacientes diabéticos o con sondajes repetitivos).
Adenovirus (cistitis hemorragica).

Tabla 6.1. Aislamientos bacterioldgicos en nifios con ITU no complicada °.

Microorganismo Porcentaje
E. coli 75-90%
Klebsiella sp. 1-8%
Proteus sp. 0.5-6%
Enterobacter sp. 0.5-6%
Pseudomona aeruginosa 1-2%
Enterococo 3-8%
Staphilococo 2-5%
Otros 1-2%
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6.4. Factores de riesgo
Los factores de riesgo en el desarrollo de cicatrices renales son:

e Edad del nifio. Tras revisar la literatura los datos son uniformes en cuanto a
que los nifios menores de 2 afios son los que tienen el maximo riesgo de
cicatriz pielonefritica.

e Obstruccion al flujo urinario. La obstruccion renal de diversas causas, se
asocia con un elevado riesgo de desarrollo de cicatrices pielonefriticas.

e Reflujo vesicoureteral (RVU). Es la anomalia de la via urinaria mas
frecuente en niflos con una prevalencia aproximada del 1%. Existe una
estrecha correlacion entre la existencia de infeccion urinaria, reflujo
vesicoureteral y pielonefritis cicatrizal.

Aunque un reflujo estéril a alta presion puede inducir dafio renal
experimentalmente, la accion nociva se ejerce sobre todo cuando al reflujo se asocia la
infeccion urinaria. La lesion renal parece ser favorecida por la presencia del llamado
"reflujo intrarrenal™ que ocurre en los grados mas altos de RVU y que permite que la
orina infectada refluya a través de los colectores papilares al interior del parénquima
renal, poniéndose en marcha el proceso inflamatorio parenquimatoso y las reacciones
inmunoldgicas a ese nivel y como consecuencia de ambos factores el desarrollo
posterior de cicatrices renales y la atrofia renal.

Actualmente existe gran controversia en torno al tema, dado que se cuestiona la
verdadera prevalencia de cicatrices renales debidas a reflujo, el manejo diagnostico,
terapéutico, y prondstico a largo plazo.

El reflujo vesicoureteral (RVU) primario es un proceso heterogéneo que se
define como el paso retrogrado no fisiologico de la orina desde la vejiga al uréter, sin
gue exista una causa anatomica o neurolégica que lo justifique.

6.4.1. Clasificacion del reflujo vesicoureteral primario

Las clasificaciones del RVU se fundamentan en la estratificacion de la magnitud
del paso retrogrado de la orina de la vejiga al uréter y de la capacidad de alterar la
estructura anatomica de la via urinaria. Por tanto, son dependientes de la técnica
diagnostica utilizada.

Cuando hablamos de grados de reflujo vesicoureteral lo hacemos generalmente
basédndonos en la Clasificacion del RVU primario, segun el International Reflux Study
Comité (en base a los hallazgos de la cistourografia miccional seriada -CUMS-).

I. El reflujo solo alcanza el uréter, sin dilatarlo.

I1. El reflujo alcanza el uréter, la pelvis y los calices renales, sin dilatarlos.

I11. El reflujo produce una ligera dilatacion del uréter, la pelvis y los calices renales, con
preservacion de los fornix.
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IV. Moderada dilatacion uretero-pielo-caliciliar con cierto grado de tortuosidad
manteniendo la visualizacion de las impresiones papilares.

V. Gran dilatacién uretero-pielo-caliciliar con tortuosidad grave, con pérdida de la
morfologia caliciar normal y de la visualizacion de las impresiones papilares.
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Figura 6.1. Grados de reflujo vesicoureteral °.

Clasicamente se ha estimado una prevalencia en torno al 1%, siendo la anomalia
de la via urinaria mas frecuente, aunque la verdadera prevalencia del RVU en la
poblacion pediatrica general sana es desconocida, dado que no existen estudios en este
sector de la poblacién.

Una revisién sistematica realizada recientemente por Sargent y cols. %%,
muestra que existen datos epidemioldgicos que indican que la prevalencia del reflujo en
los nifios normales puede ser mas elevada de lo estimado hasta ahora y que muchos de
los casos evolucionan de forma asintomatica sin desarrollar nunca una infeccion
urinaria. Por otro lado, existen grupos de pacientes con alto riesgo de presentar un RVU,
como son los pacientes con su primer episodio de infeccion urinaria, los recién nacidos
y lactantes diagnosticados prenatalmente de hidronefrosis, y los hijos y hermanos de
pacientes con RVU.

6.4.2. Factores genéticos

Se cree que el RVU primario es una condicion determinada genéticamente.
Estudios epidemioldgicos realizados en familias con RVU han demostrado que el 25-
50% de los hermanos y el 50-66% de los hijos de pacientes con RVU también tienen
reflujo.

En gemelos monocigotos, con un hermano afectado, la prevalencia del RVU es
del 100% y en gemelos dicigotos, del 50% . Basandose en estos datos, y aunque no se
han identificado todavia modelos hereditarios especificos, se han sugerido diferentes
formas de transmision del RVU: autosémica dominante, autosémica recesiva o ligada al
sexo, o también un modelo de transmision poligénico. Todos estos estudios sugieren
que el RVU Yy la displasia renal asociada pueden ser secundarios a una disregulacion de

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

una compleja red de genes que regulan el programa del desarrollo renal y del tracto
urinario. Los estudios genéticos y moleculares han permitido conocer mucho mejor el
RVU, pero todavia no se han encontrado los genes responsables del RVU primario. Por
otro lado, es posible que algunas variaciones genéticas influyan en la inflamacion renal
y en la generacion de la fibrosis intersticial que se produce después de un cuadro de
pielonefritis aguda (PNA). Algunos estudios *, han demostrado que el genotipo
homocigoto para el gen DD del polimorfismo del gen codificador de la enzima
convertidora de la angiotensina se asocia con un mayor riesgo de desarrollar cicatrices
renales en lactantes con RVU y PNA, puesto que dicho genotipo daria lugar a una
mayor respuesta inflamatoria y mayor grado de fibrosis en respuesta a una PNA, pero
otros estudios %, no han podido demostrar esta asociacién. Cuando se conozcan con
mayor exactitud cuales son las bases genéticas del RVU primario podremos,
probablemente, disponer de pruebas genéticas de cribado para realizar un diagndstico
precoz mas selectivo y llevar a cabo un consejo genético mas apropiado.

5.4.3. Raza, sexo y edad

El RVUp es maés frecuente en nifios de raza blanca aunque no se conoce si estas
diferencias se mantienen en los nifios sanos sin ITU y sin hidronefrosis prenatal. Lo
que si parece claro es que a partir de los 10 afios de edad desaparecen las diferencias
entre la raza negra y la blanca.

En relacion al sexo, no hay acuerdo en la literatura respecto a la prevalencia del
RVU en funcion del sexo. Ello se debe a que no existen estudios que hayan abordado el
problema teniendo en cuenta que, después del primer afio de vida, la prevalencia de ITU
es mas alta en el sexo femenino. Como consecuencia, el RVU se diagnostica mucho
méas frecuentemente en las nifias que en los nifios. Sin embargo, entre todos los
pacientes con ITU, los nifios tienen mas probabilidad de tener RVU que las nifias, con
una relacion hombre: mujer de 2:1.

Con respecto a la edad, la prevalencia del RVU es mayor cuanto menor es el
nifio. Aunque depende del grado, la mayoria de los reflujos ceden entre los cinco y ocho
afios de edad. Ello se debe a la maduracion del mecanismo valvular de la unién
ureterovesical entre otros factores. No sucede lo mismo en la raza negra "**,

5.4.4. Cicatrices renales, insuficiencia renal cronica, insuficiencia renal terminal e
HTA

Si tenemos en cuenta la relacion con el grado de reflujo, aunque la ausencia de
RVU no excluye la presencia de cicatrices renales, parece existir una relacion entre el
grado de RVU vy la presencia de cicatrices. Diversos estudios refieren que las cicatrices
renales estan presentes en aproximadamente la mitad de los nifios con RVU de grado
igual o superior a Ill. La ITU es el motivo més frecuente que conduce al diagndstico de
RVU y de lesién renal segmentaria no displasica con fibrosis y atrofia (NR) tanto en
nifios como en adultos. En general la NR es mas frecuente en las mujeres; sin embargo,
en el primer afio de vida es mas frecuente en los varones.
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De acuerdo a los datos de la European Dialysis and Transplant Association
(EDTA), la NR es la causa de entrada en programas de dialisis-transplante del 20-25%
de los menores de 15 afios y del 5% del total de todos los pacientes.

Todos los autores reconocen una estrecha relacion entre el dafio renal por reflujo
y la HTA, considerando que la presencia de cicatrices renales incrementa el riesgo de
desarrollarla.

También coinciden en estimar que la HTA afecta al 10% de los nifios con
nefropatia por reflujo, aunque dependiendo de los estudios la prevalencia varia entre el
0-38%.

La patogenia del RVUp es uno de los aspectos menos controvertidos en torno al
tema, y parece que existe en general unanimidad en la literatura. Uno de los
mecanismos patogénicos mas importantes es la anomalia madurativa del sistema
valvular de la unién vesico-ureteral y para entender dicha anomalia es necesario conocer
la embriologia del sistema genitourinario, al menos de una forma basica.

Se sabe que el sistema genitourinario procede del mesodermo embrionario el
cual se divide en 3 partes: pronefros (da lugar a un rifién rudimentario que
involucionara por completo) mesonefros (dara lugar a parte de la vejiga, uréteres) y
finalmente el metanefros (dard lugar al rifion definitivo). El desarrollo del rifion
definitivo es inducido en el blastema metanéfrico por la yema ureteral la cual se sitla en
el conducto mesonéfrico, por ello se entiende que cuando existen anomalias ureterales
o de la unién vesicoureteral pueden asociarse en mayor o menor grado alteraciones
renales de tipo displasicas o malformativas. Dependiendo del lugar en que se origine la
yema ureteral en el conducto mesonéfrico, el orificio ureteral estara situado en un lugar
mas medial o lateral de la vejiga.

Esto viene determinado genéticamente. Si la yema ureteral se origina muy cerca
de lo que sera la futura vejiga, los orificios ureterales estaran desplazados lateralmente
con lo que el tanel submucoso del uréter en la vejiga serd mas corto dando lugar a
RVUp de tipo fetal o congénito. Cuanto mas andémalo sea el lugar de origen de la yema
ureteral mas importante serd el grado de RVU y mayor seré la posibilidad de asociarse a
un rifion malformado o displasico. Otro mecanismo patogénico de relevancia es la
disfuncion vesical / miccional que se ha relacionado el RVU con alteraciones en la
funcién de la vejiga Esta disfuncién puede estar presente ya en la época embrionaria y
favorecer la aparicion de RVU congénito o bien puede ser algo adquirido como
consecuencia de habitos al adquirir la continencia. Segin algunos autores **, esta
caracteristica estd determinada genéticamente y tiene un caracter madurativo.

Hay que destacar dos estudios **, sobre series de casos (en uno se estudiaron 11
lactantes y en el otro 37) en los que el RVU primario grave del lactante se asociaba a
una disfuncién vesical con modelos diferentes segin el sexo, considerandose dicha
disfuncion un factor asociado al defecto congeénito en el mecanismo valvular de la unién
ureterovesical. En los varones predomina un modelo caracterizado por una vejiga
hipercontractil, de baja capacidad y con altas presiones del detrusor durante la miccion.
En las mujeres, por el contrario, la vejiga es de gran capacidad, con una presién del
detrusor durante la miccion normal y aparicion precoz del RVU durante la fase de
llenado sin cambios en la presion intravesical. La disfuncion vesical de estos pacientes
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cambia con el tiempo, haciéndose similar a la encontrada mas frecuentemente en los
nifios mayores con RVU o tiene un caracter transitorio, desapareciendo con la edad.

Aunque el RVU primario del nifio mayor ya continente (la mayoria del sexo
femenino) se puede asociar con frecuencia a una inestabilidad del detrusor con aumento
de la presion intravesical durante el llenado o a una descoordinacion detrusor-
esfinteriana durante la miccion, por los datos existentes en la literatura no se puede
conocer con certeza la relacion existente entre los dos procesos.

Otros factores relacionados serian las variaciones normales de la maduracion del
mecanismo miccional que pueden ser factores que contribuyen de forma importante a la
iniciacion y perpetuacion del RVU y de la lesion renal. Su resolucion espontanea tan
elevada se explicaria por el carécter transitorio de dicha disfuncion.

En pediatria, por lo general, llegamos al diagndstico de RVUp por 2 vias:
diagndstico prenatal y diagnostico postnatal.

e Diagndstico prenatal

Diagnosticado en base a los hallazgos de ecografia prenatal, que se realiza
sisteméaticamente en las embarazadas, en este caso encontraremos el reflujo
vesicoureteral de tipo congénito o fetal, éste afecta preferentemente al sexo masculino,
es bilateral y grave en la mayoria de los casos, cursa de forma latente sin producir
sintomatologia y cesa espontaneamente en los primeros meses de la vida.

En 1/3 de estos pacientes existe una lesion renal displasica asociada al RVU, no
relacionada con la ITU e indicativa de un desarrollo metanéfrico anémalo.

e Diagnostico postnatal

La forma mas frecuente mediante la cual llegamos al diagnostico de RVUp
suele ser en el contexto del estudio sistematizado tras la primera manifestacién de una
infeccion urinaria asociado o no a sintomas de disfuncion vesical. En este caso se trata
de un RVUp, normalmente leve o moderado, que afecta preferentemente a las nifias
mayores de dos afios y desarrolla una lesion renal segmentaria cicatricial no displasica.

Otras formas por las cuales llegamos al diagnostico estan en el contexto de
estudio por antecedentes familiares de RVU y en el contexto del estudio de otras
malformaciones congénitas. Para el diagnostico de RVU es imprescindible la
realizacion de un estudio cistografico mediante alguna de las siguientes técnicas:

» Cisto-Uretrografia-Miccional-Seriada (CUMS): se trata de la prueba diagndstica
de referencia. La CUMS es la técnica de eleccion para detectar y graduar el
RVU. Esta técnica ofrece una excelente definicion anatomica del tracto urinario;
permite establecer con exactitud el grado de RVU vy la presencia del reflujo
intrarrenal. En el recién nacido y en el lactante, que no controlan la miccion y
vacian muy rapidamente la vejiga, se realiza una cistografia ciclica, que es mas
segura a la hora de diagnosticar el RVU en este grupo de pacientes. Tiene el
inconveniente de ser la prueba que administra mayor dosis de radiacion.
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» Cistografia Isotopica Directa (CID): es la prueba diagndstica méas sensible para
el diagndstico de reflujo vesicoureteral. La dosis de radiacion es menor. Su
indicacion seria conocer si hay reflujo en los casos que no tenemos sospecha de
alteracion anatémica vesical o uretral, en el seguimiento de los RVU ya
diagnosticados, y en los estudios familiares de RVU con ecografia normal.

» Ecocistografia (EC): ventaja de no producir radiacion, la imagen anatémica es
superior a las técnicas de medicina nuclear pero no permite monitorizacién
dinamica simultanea de rifiones, uréteres y vejiga en la fase de llenado y
vaciado. No esta disponible en muchos centros y el tiempo de exploracion es
mas prolongado.

» Cistografia Isotdpica Indirecta (ClIl): permite el diagndstico del RVU sin sondaje
uretral, permitiendo estudios dinamicos durante la miccion en condiciones
fisiolOgicas. Esta técnica por ser la menos invasiva es la que se propone para el
futuro como prueba inicial en nifios mayores de 3 afios en los que no sea
imprescindible la valoracién anatémica de vejiga y uretra. No es una técnica de
uso rutinario en la mayoria de los hospitales.

Una vez se ha llegado al diagnéstico de RVU el paso siguiente es establecer si
existe dafio renal y para ello se precisa la realizacion de pruebas de imagen, que en este
caso se trata fundamentalmente de la realizacién de una gammagrafia renal con &cido
dimercaptosuccinico marcado con Tc*® (DMSA). Esta prueba de imagen nos ofrece
informacion a cerca de masa renal funcionante, anormalidades parenquimatosas y nos
indica la funcién renal diferencial o relativa (FRR). La clasificacion del dafio renal en
estudio DMSA se puede evaluar segin Goldraich, que diferencia grados segin la
captacion del radiofarmaco, teniendo en cuenta que una hipocaptacion equivaldria a
hipofuncion. Distinguiria entre 5 tipos:

e Tipo 1: No més de dos areas de cicatriz.

e Tipo 2: Més de dos areas de cicatriz con areas de parénquima normal entre
ellas.

e Tipo 3: Dafio generalizado de la totalidad del rifidén, similar a la nefropatia
obstructiva, Ej.: contraccién global del rifion con o sin cicatrices en su
contorno.

e Tipo 4: Estadio final, rifiones muy reducido con poca o0 ninguna captacion
del radio farmaco.

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4

Figura 6.2. Clasificacion del dafio renal segtin Goldraich. °.

La cuantificacion de la funcidn renal relativa (FRR) basada en la incorporacion
de &cido dimercaptosuccinico (DMSA) en ambos rifiones es un método establecido para
la determinacién del nivel de funcionamiento renal. Se considera que la FRR es normal
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si se encuentra en el intervalo (45-55%), es decir, un margen de variacion de +/- 5%
respecto a una distribucion equitativa.

Un tamafio anormal del rifidn puede producir una alteracion en el valor de su
FRR, sin que por ello el rifion en estudio tenga alguna disfuncion. Por tanto, para
cuantificar el nivel de funcionalidad de cada rifién resulta de utilidad corregir por
volumen renal relativo los valores de la FRR, obteniendo asi la funcién renal relativa
normalizada (FRRN).

Ademas, del diagnéstico de dafio renal con pruebas gammagréaficas, estaria
indicado en el momento del diagndstico la determinacién mas exacta de la funcion renal
en el caso de nifios con afectacion renal bilateral en la DMSA, nifios con afectacion
unilateral con funcién < 40% y nifios con RVU grados IV y V bilateral. En este sentido
hay que tener en cuenta que las pruebas gammagraficas nos ofrecen informacion en
parte funcional pero es preciso afinar mas en cuanto al diagndstico renal funcional, en
tanto que nos permita partir de un punto con el cual comparar posteriormente las
pruebas de control.

Para el diagnostico de funcion renal las determinaciones que se recomiendan
actualmente son:

» Antopométrica: Tension arterial, peso y talla.

« Bioquimica en plasma: incluyendo creatinina, sodio, potasio, urea, cloro, calcio,
albumina, fosfatasa alcalina, gasometria, y osmolalidad.

+ Cistatina: que se correlaciona mejor con la funcidn renal en nifios pequefios y en
los que tienen cierto grado de insuficiencia renal

» Bioguimica en orina de orina 24h: creatinina, sodio, potasio, cloro, proteinuria-
microalbuminuria, proteinas de bajo peso molecular.

» Osmolalidad: esta determinacién nos habla de funcion tubular, y si se determina
una osmolalidad baja estaria indicado hacer un test funcional.

* Microalbuminuria 'y 1 o microglobulina: actualmente se recomienda la
realizacion sistematica de ambas determinaciones por considerarse los mejores
marcadores de funcion renal.

El tratamiento del reflujo vesicoureteral incluye:

1. Medidas generales. En todos los casos se aconsejaran una serie de medidas
generales:
« Mantenimiento de lactancia natural en lactantes.
» Revision periddica de fimosis.
» Ingesta de liquidos.
» Habitos higiénicos miccionales correctos.
» Pautas para combatir estrefiimiento.
* En nifios con RVU grado 111-V y fimosis, que hayan sido diagnosticados
previamente de ITU, se valorara la correccion de la fimosis. Inicialmente se
puede probar un ciclo con corticoides topicos, Y si no se controla remitirlo a
la consulta de urologia para correccion quirdrgica.
2. Tratamiento conservador: Profilaxis antibidtica. Este aspecto estd
fundamentalmente discutido en la actualidad, no pareciendo encontrarse
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consenso sobre cuando hay que tratar los casos de reflujo vesicoureteral. No

obstante, autores como C. Ochoa Sangrador *°, Ramén Areses ° indican que:

» Nifios con RVU grados I-I111, uni o bilateral, diagnosticados tras una primera
ITU o tras estudio por dilatacion de via urinaria en época prenatal no se
recomienda ningun tratamiento de profilaxis.

Si en la evolucion tienen ITU recurrente segun la definicion de NICE, o aparece

dafo renal en DMSA, iniciar profilaxis. En este caso la duracion sera de un afio.

Pasado este periodo se valorara de nuevo si mantener la profilaxis o suprimirla.

En caso de nuevas recurrencias valorar pasar a tratamiento quirurgico. Esto

requiere una individualizacion de cada caso.

* Nifios con RVU grados V-V se iniciara tratamiento profilactico. Duracion
minima durante un afio. Tras repetir el estudio cistografico, si no ha habido
ninguna nueva ITU en este tiempo, se puede suprimir la profilaxis. En todo
caso individualizar segun la situacion clinica de cada paciente.

Los medicamentos a utilizar como profilacticos en orden de preferencia:

o Nifios mayorcitos que puedan tomar comprimidos: Furantoina.

o Lactantes por encima de los 2 meses, y si no hay resistencias
significativas en la sensibilidad local de los urocultivos: Trimetroprim.

o Menores de dos meses: amoxicilina asociada o no clavulanico, aunque
hay que tener presente que asociado a clavulanico tiene un amplio
espectro y puede crear resistencias.

o Si no se pueden administrar los anteriores intentar Fosfomicina como 22
opcion o a una cefalosporina de 12, 22 0 32 generacién como alternativa.

Dados los efectos secundarios resultantes de la utilizacion de antibioterapia
profilactica, tales como alteraciones de la flora nasofaringea y digestiva ha surgido la
necesidad de nuevas alternativas en la prevencion de infecciones urinarias. En este
sentido se ha propuesto el extracto de ardndano americano, ya utilizado desde hace més
de 100 afios, aungue adn no cuenta con una evidencia sélida de su eficacia.

3. Tratamiento quirdrgico: EI tratamiento quirdrgico se planteard de forma
individualizada y normalmente  se aplicard cuando fracasa tratamiento
conservador. En caso de disfuncion vesical asociada previamente tendra que
realizarse  estudio urodindmico para valorar si el paciente es candidato a
intervencion quirdrgica. Las opciones serian tratamiento endoscépico y
tratamiento clasico, via abierta. El tratamiento endoscopico es de eleccion y en
este sentido estd demostrado que es indiferente el tipo de sustancia a inyectar,
respecto a la resolucion del RVU o la aparicion de complicaciones y ademas
consigue una menor morbilidad y coste que el tratamiento quirdrgico. En contra
el tratamiento quirdrgico clasico (reimplantacion ureteral) se empleara cuando
fracase el tratamiento endoscopico o bien por decision paterna, teniendo en
cuenta el elevado coste y morbilidad que origina. Por tanto, se planteara esta
opcion terapéutica en los casos de ITU febril recurrente, preferencia de los
padres, pacientes 0 sus cuidadores legales y en lactantes con RVU superior a
grado 11, ITU febriles de repeticion y fimosis.

El seguimiento del RVU debe ser individualizado segun situacion clinica. En
todos los casos de RVU los padres o cuidadores deben recibir instrucciones sobre los
sintomas clinicos méas importantes que puedan orientar al clinico en el diagnostico de
ITU. La evidencia de que disponemos actualmente refiere que en nifios con RVU
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asintomaticos no es recomendable realizar urocultivos de control dado que la bacteriuria
asintomatica no produce dafio renal en nifios con RVU y por tanto no se recomienda el
tratamiento antibidtico.

Debera tenerse en cuenta el concepto de evolucion en los casos de reflujo
vesicoureteral dado que en algunos casos la desaparicion serd espontanea, por tanto
habra que establecer un seguimiento también en relacion a los estudios cistograficos. El
estudio cistografico de control estara indicado en los casos asintomaticos de RVU I-111
cada 2-3 afos y en los casos de RVU 1V-V sin profilaxis cada 2-3 afios y con profilaxis
anualmente.

El sequimiento debe ser mas estricto en los casos en los que se haya hecho un
diagndstico de nefropatia por reflujo, conllevando una serie de medidas generales
tales como:

e Controles periddicos de tension arterial (cada 6 meses si NR severa y/o
bilateral o bien anualmente si la NR es leve y/o unilateral).

e Determinacion urinaria de microalbuminuria, indice urinario albimina/
creatinina.

e Control personalizado de los episodios de infeccion urinaria y control
personalizado de los valores de creatinina plasmatica.

Las medidas especificas para el seguimiento vendran determinadas en funcion
del caso clinico concreto.

6.5. Patogenia: Virulencia bacteriana e ITU *°

Entre los diversos factores de virulencia bacteriana destacan los antigenos de la
pared celular (antigeno O) y los antigenos capsulares (antigeno K). La capacidad de los
microorganismos de adherirse las células uroepiteliales constituye el principal factor
condicionante de la colonizacién inicial de la mucosa vesical. Existen dos tipos
principales de adhesinas en E. coli: los pili (o fimbrias) tipo 1y los pili (o fimbrias) tipo
2; los primeros son causa fundamentalmente de cuadros de cistitis y bacteriuria
asintomatica, ya que los receptores celulares para estas adhesinas parecen ser mas
abundantes en la mucosa vesical que en el uroepitelio alto. Las fimbrias tipo 2
reconocen receptores uroepiteliales localizados preferentemente a nivel del parénquima
renal.

Patogenicidad y virulencia son términos muy semejantes, aungue presentan
algunas diferencias. El poder patdgeno o patogenicidad se refiere a la capacidad que
poseen los microorganismos de producir una enfermedad, ya sea espontanea en el
hombre o experimental en los animales de laboratorio; es por tanto, un atributo general
o0 cualitativo que se refiere a una especie microbiana y que permite compararla con las
demas. (S. typhi y S. pneumoniae son patdgenos y Lactobacillus lactis o
Bitidobacterium bifidus no son patogenos.)

En cambio, el termino virulencia se emplea para indicar el mayor o menor grado
de patogenicidad entre las distintas cepas que componen una especie. Es un atributo

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

cuantitativo, que introduce el concepto de grado; asi, dentro de las especies S.
pneumoniae o E. coli pueden existir cepas de distinta virulencia. En realidad, el termino
virulencia se refiere a cepas y el poder patdgeno, a especies. Sin embargo, en la
practica, muchas veces, ambos términos se consideran sindnimos y se utilizan
indistintamente.

Por otra parte, hay gque tener en cuenta que el poder patdgeno o la capacidad de
producir una enfermedad no dependen exclusivamente del microorganismo, sino
también de caracteristicas del huésped, ya que microorganismos muy patégenos para
un huésped determinado pueden ser menos patdgenos 0 no patdgenos para otros,
segln su grado de resistencia orgéanica. En consecuencia, como el poder patégeno o la
enfermedad dependen de dos variables, se pueden expresar matematicamente (Fig.6.3)
en cuyo numerador se incluyen los factores dependientes del microorganismo, en
especial su nimero y virulencia (que a su vez depende de su capacidad para colonizar,
penetrar, multiplicarse, invadir y producir alteraciones patologicas), y en el
denominador, el grado de resistencia del huésped (inespecifica y especifica). En este
sentido, la enfermedad podria producirse tedricamente, tanto por un aumento de la
virulencia del microorganismo como por una disminucion de los mecanismos
defensivos del huésped.

Aunque en algunos casos ha podido atribuirse exclusivamente a caracteristicas
del agente, se ha visto que en su mayoria depende mas de las condiciones del huésped,
lo que ha permitido explicar que también los microorganismos poco virulentos pueden
ser patdgenos cuando existe una disminucion de los mecanismos de resistencia del
huésped. Incluso se ha llegado a sugerir que cualquier microorganismo podria ser
patogeno, siempre que se produjera una disminucion suficiente de estos mecanismos de
defensa.

(capacidad de colonizacion, penetracién, multiplicacién,
E N XV invasion y lesional)
R Resistencia inespecifica y especifica

Figura 6.3. Factores de virulencia y del poder patégeno (E= enfermedad, N=ndmero, V=virulencia,
R=resistencia del huésped) *.

6.5.1. Variaciones de la virulencia

La virulencia de una cepa no es un caracter estable, sino que puede variar como
consecuencia de la aparicion de mutaciones en el curso de su desarrollo, cambios
epigénéticos de la bacteria como respuesta de su adaptacion al medio o la presencia de
factores que condicionan la seleccion de mutantes.

La virulencia puede aumentar por pases en animales susceptibles, que
seleccionan las mutantes mejor adaptadas al crecimiento, multiplicacion e invasion del
animal. Algo muy parecido ocurre durante el comienzo de las epidemias, cuando la
frecuente transmision de la bacteria causal incrementa progresivamente su virulencia,
dado que el huésped actia como un mecanismo de seleccion de las mutantes mas
virulentas.
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6.5.2. Medida de la virulencia

Se determina por la dosis minima necesaria para producir un efecto patoldgico,
que por lo general es la muerte del animal inoculado, o dosis letal (DL). Para reducir al
minimo las variaciones individuales de la resistencia del animal, la virulencia se ensaya
inoculando un lote numeroso de animales normales de la misma especie, utilizando, por
su mayor precision, la dosis minima que produce la muerte del 50 % de animales
inoculados, dosis letal 50 (DL50); si se toma como punto final la produccién de una
infeccion, se obtiene la dosis infectiva 50 (DI50), que puede ser muy pequefia para
Mycobacterium tuberculosis (1 x 10™%), moderada para S. typhi (1 x 10™) o elevada para
Vibrio cholerae (1 x 10® ). En virologia se utiliza la dosis capaz de producir
alteraciones citopaticas en el 50 % de cultivos celulares (DITC50).

6.5.3. Factores determinantes de la accion patégena *°
Las bacterias para poder manifestar su accién patdgena deben ser capaces de:

e Llegar a la superficie del huesped por una puerta de entrada, colonizar el
epitelio y resistir la accion de los sistemas locales de defensa: capacidad de
colonizacion.

e Atravesar la barrera cutaneomucosa para alcanzar los tejidos subepiteliales y
ponerse en contacto con el medio interno: capacidad de penetracion.

e Multiplicarse en los tejidos del huesped interfiriendo con los mecanismos
defensivos humorales y celulares del medio interno, lo que les permite
establecerse e invadir el organismo: capacidad de multiplicacion y de
invasion.

e Producir alteraciones y lesiones en las celulas y tejidos del huesped,
responsables del cuadro patoldgico: capacidad lesional.

6.5.4. Colonizacion *°
Las bacterias capaces de producir una accién patdégena pueden proceder:

a) Del exterior y llegar al organismo por una puerta de entrada, que puede ser la
piel o con mayor frecuencia, las mucosas del aparato respiratorio, digestivo o urogenital
(infeccion exdgena),

b) Del propio organismo, en especial de la flora microbiana normal (infeccion
enddgena). En este caso se trata de bacterias potencialmente patdgenas u oportunistas,
capaces de manifestar su accion cuando llegan a otros tejidos o concurren circunstancias
gue disminuyen la eficacia de los mecanismos de defensa.

En cualquier caso, para iniciar la infeccién, los patégenos deben fijarse o
adherirse a las celulas y colonizar el epitelio.
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6.5.5. Interacciones en el epitelio cutaneomucoso

En el epitelio cutaneomucoso, el primer obstaculo que las bacterias tienen que
superar esta representado por el estrato corneo de la piel y el moco y gel mucoso que
recubre las mucosas, en las que existen diversos mecanismos defensivos. Estan
constituidos fundamentalmente por los sistemas mecanicos de eliminacién
(descamacion del estrato corneo, sistema mucociliar del aparato respiratorio,
peristaltismo intestinal), la presencia de fagocitos, sustancias bactericidas y anticuerpos
locales (IgA secretora), asi como por la existencia de una flora normal que actua como
barrera. Las bacterias patdgenas presentan mecanismos, en gran parte desconocidos, que
les permiten evitar la accion de estas defensas locales, que son, en algunos casos,
semejantes a los que actuan en el medio interno. En este sentido se conoce que las
bacterias pueden presentar o producir:

1. Fermentos del tipo de mucinasas, glicosidasas o neuraminidasas (Vibrio
cholerae), que descomponen las glicoproteinas del moco, facilitando la
penetracion.

2. Factores de superficie (capsuias, antigenos de la pared celular), que inhiben la
fagocitosis y la acci6n de las sustancias bactericidas de la mucosa.

3. Proteasas IgA. Cierto numero de bacterias patdgenas (N. meningitidis, N.
gonorrhoeae, S. pneumoniae, H. influenzae) son capaces de secretar enzimas
proteoliticas, que descomponen las IgA subclase A;, y, por tanto, de inactivar el
sistema de defensa local especifico de las mucosas.

4. Sustancias inhibidoras y bactericidas, como las bacteriocinas, que les permiten
competir con la flora normal. Estos factores favorecen la penetraci6n a traves del
moco Y la implantacion y adherencia de los patogenos a las células epiteliales.

6.5.6. Adherencia bacteriana

La adherencia es una propiedad de gran nimero de bacterias que les permite su
fijacion a la superficie de las células (eucariotas o procariotas) y aun a materiales
inertes. Constituye uno de los factores mas importantes para la colonizacion de la piel y
mucosas por la flora normal, y para la puesta en marcha de la infeccion y de la
enfermedad infecciosa.

La adherencia es un fendmeno de superficie que supone la interaccion de la
bacteria con la celula. En la mayoria de los casos se considera como un fendmeno
especifico como consecuencia de la combinacion de sustancias presentes en la
superficie de las bacterias o adhesinas con receptores de la superficie de las celulas.
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6.5.6.1. Adhesinas

Son compuestos de la superficie de las bacterias que actuan como mediadores
del fendmeno de adherencia. Los estudios realizados han permitido demostrar que las
adhesinas se encuentran asociadas con estructuras superficiales como las fimbrias o pili
comunes, con polimeros extracelulares que forman la envoltura mucosa (glicocalix),
con diversos componentes de la membrana externa (proteinas, lipopolisacaridos) e
incluso con estructuras mas profundas que pueden aflorar a la superficie (acidos
lipoteicoicos).

Pueden ser de naturaleza proteica (fimbrias, proteinas de la ME), hidrocarbonada
(glicocalix) o lipidica (acidos lipoteicoicos, lipopolisacaridos).

En las bacterias gramnegativas, la adherencia es debida en la mayoria de los
casos a la presencia de adhesinas en las fimbrias o en otras estructuras de la membrana
externa. Las fimbrias son apéndices filamentosos de naturaleza proteica frecuentemente
portadores de adhesinas, que presentan la propiedad de combinarse con receptores de
naturaleza polisacarida localizados en la superficie de las células epiteliales mediante
uniones del tipo azlcar-lectina. Las fimbrias pueden estar repartidas uniformemente por
toda la superficie de la célula o situadas s6lo en los polos.

-

 Flagella

/
/s
A

-

Figura 6.4. Aspecto de fimbrias y flagelos por microsocopia electrénica.

La zona combinante esta constituida por un pequefio segmento de las
subunidades proteicas de la fimbria (region aminoterminal). Las fimbrias se pueden
diferenciar por una serie de caracteres como el tamafio, peso molecular, composicion en
aminoacidos y poder inmundgeno, y, ademas y en relacién con la presencia de
adhesinas, por la capacidad de fijacion selectiva en los receptores de diversas células y
de diversas especies de hematies responsables del fendmeno de hemaglutinacion, por la
naturaleza quimica de estos receptores y sobre todo porque la adicion de receptores o de
sustancias analogas presenta la propiedad de inhibir especificamente el fenémeno de
adherencia a de hemaglutinacion. Las fimbrias de las enterobacterias se han clasificado
en 6 tipos de los cuales cuatro (tipos 1, 3, 4, 5) se encuentran asociadas can adhesinas. y
las adhesinas de las fimbrias. Atendiendo a su sensibilidad al monosacérido manosa se
han dividido en dos grandes grupos: sensibles y resistentes a la manosa.

Las adhesinas a fimbrias manosa-sensibles. MS a fimbrias de tipo 1 son las mas
frecuentes y difundidas en las bacterias gramnegativas. Presentan la propiedad de
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combinarse con receptores que contienen d-manosa que Se encuentran en muchas
glicoproteinas que existen en gran numero de células, incluidos los fagocitos y en los
hematies de diversas especies de animales (cobayo, caballo, aves) y del hombre
produciendo el fendmeno de la hemaglutinacion, reaccion que es inhibida par la adicion
de d-manosa al medio. Estas fimbrias par su capacidad de unirse a diversas células y
tejidos, se consideran poco relacionadas con el poder patdgeno pero intervienen en el
proceso de colonizacion.

Las adhesinas a fimbrias manosa-resistentes a MR, son menos frecuentes y
difundidas y se caracterizan porque producen la aglutinacion de los hematies. Aun en
presencia de d-manosa. Recientemente se ha demostrado que las fimbrias manosa-
resistentes no forman un grupo homogéneo sino que agrupan todas las fimbrias que se
combinan can receptores especificos que no contienen manosa; es por tanto un grupo
heterogéneo en el que se incluyen diversos tipos de fimbrias. Las fimbrias de E. coli
mas importantes asociadas can el poder patégeno en el hombre y los animales se
relacionan en la tabla siguiente.

Tabla 6.2. E. coli, caracteres de algunas fimbrias que median la adherencia *°.

Adhesina
Receptor

Fimbria Serotipo F Origen de la cepa Gene (inhibicién adherencia) Aglutinacion
Manosa-sensibles Glicoproteinas Hematies de cobayo,
Tipo 1 F1 Ubicuo Cromosoma d-Manosa caballo, cordero,

humanos y levaduras
Manaosa-resistentes Enleropatogenos Glicolipidos Hematies
K88 F2 Diarrea de lechones Plasmido Gangligsido GM1 Pollo y cobayo
(GalNac y GleNac)
Ka9 F3 Diarrea de bovidos Plasmido Ganglidsido GM2 Cahallo y cordero
987P F4 Diarrea en lechones Plasmido - -
CFAI Fs5 Diarrea humana Plasmido Gangliosido GM2 Humanos, pollo, bovinos
(Gal Nac B 1-4,
Gal 1-4 glc cer)
CFAI Fa Diarrea humana Plasmido - Bovinos, pollo
EB775 ' - Diarrea humana Plasmido - Bovinos
Uropatdgenos
P Infeccion urinaria (80 %)  Cromosoma Globotetraosyl ceramido  Humano
(Gal a 1-4 gal)
Otras fimbrias F7-F10 Infeccion urinaria (10 %) - - -

Hay que sefalar las fimbrias K88 y 987P relacionadas con la diarrea de los
lechones. Las fimbrias K99 asociadas can la diarrea de los bdvidos y las fimbrias a
factores de colonizacién CFA-I. CFA-Il y E8775 relacionadas con la diarrea humana.
Estas adhesinas reconocen receptores celulares formados por glicolipidos pero cuya
composicion y especificidad ain no han sido estudiadas en detalle. Mencién especial
merecen los E. coli productores de infecciones urinarias y en especial de pielonefritis
que en el 90 % de casos presentan fimbrias P con la propiedad de aglutinar los hematies
humanos que contienen el antigeno P. Es un glicolipido que se ha identificado con un
globdsido, el globotetraosilceramide o globotriosilceramide que contiene un disacarido
(Gal alfa I-4 Gal) que constituye el receptor.

Por otra parte, se han estudiado las fimbrias sobre una base seroldgica y se han
identificado doce serotipos de fimbrias (serotipos F) habiéndose observado que el
serotipo (FI) estd asociado can las fimbrias de tipo 1a MS. Los serotipos F2 a F6 y F10
estan con las fimbrias MR de las cepas enteropatdgenas para los animales y el hombre y

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

parece que los serotipos F7 a F 10 estan asociadas can algunas cepas uropatogenas. Las
bases genéticas de la adherencia han sido especialmente investigadas en E. coli. Se ha
visto que la sintesis de fimbrias esta codificada par genes localizados en el cromosoma o
en pladsmidos y que su expresion fenotipica esta modulada por factores ambientales
(temperatura, pH, nutrientes, fase de crecimiento, presencia de antibidticos, etc). Las
fimbrias MS de tipo 1 y las fimbrias P de E. coli vienen codificadas por genes
localizados en el cromosoma mientras que las adhesinas MR asociadas con la accion
patdgena en el intestino del hombre y de los animales son codificadas generalmente por
plasmidos. Ademas, de hallarse en E. coli se han demostrado fimbrias MS en la mayoria
de enterobacterias (Klebsiella, Enterobacter, Serratia. Salmonella. Shigella. Citrobacter
y Erwinia) y fimbrias MR en N. gonorrhoeae, N. meningitidis, V. cholerae, B. pertussis,
P. aeruginosa y P. mirabilis (Tabla 6.3)

Tabla 6.3. Adhesinas en diversas especies bacterianas *.

Especie bacteriana Adhesinas Receplores
Vibrio cholerae Fimbrias (éflagelo?) Glucosa y manosa
Klebsiella aerogenes Fimbrias de tipo 3 ?
Proteus mirabilis Fimbrias de tipo 4 ?
Shigella flexneri iLipopolisacarido? Fucosa-glucosa
Pseudomonas aeruginosa Fimbrias de tipo 5 ?
Bordetella pertussis Fimbrias {Esteroles?
Neisseria gonorrhoeae Fimbrias Gangliosido GD1

Proteinas ME [Gal B1-3 Gal Nac-B1-4 Gal)
Neisseria meningitidis {Proteinas ME? ?
Mycoplasma pneumonice Proteina P1 de membrana Acido sidlico (glicoforina)
Staphilococcus aureus LPT ?
Streptococcus pyogenes LPT + proteina M iSeroalbimina?
Streptococcus mutans Proteinas fijadoras de glucano ¢{Glucano?
Streptococeus sanguis Fibrillas de LPT, {Dextrano?
proteina fijadora

Chlamydia ? N-acetilglucosamina

Algunas bacterias gram negativas no tienen fimbrias pero presentan la
capacidad de adherirse a los tejidos humanos a animales. En estos casos se ha pensado
que las adhesinas podrian encontrarse en otras estructuras de superficie, especialmente
en las proteinas de la membrana externa en el lipopolisacarido e incluso en los flagelos.
Asi en N. meningitidis y N. gonorrhoeae se han descrito adhesinas que estarian
asociadas con proteinas de la membrana externa. Mycoplasma pneumoniae también
presenta adhesinas situadas en la membrana que reconocen receptores que contienen
acido sialico. Asimismo, se ha sugerido que los lipopolisacaridos de las enterobacterias,
cuyas cadenas de polisacaridos se extienden a distancia de la membrana externa,
podrian intervenir en la adherencia (Shigella flexneri) e incluso que, en Vibrio cholerae,
las adhesinas podrian estar asociadas con los flagelos.

En las bacterias gram positivas, la adherencia se encuentra asociada a otros
mecanimos, especialmente con la presencia de acido lipoteicoico, glicocalix u otras
estructuras en la superficie de la bacteria.

Acido lipoteicoico: La adherencia de Staphylococcus aureus y Streptococcus
del grupo A se encuentra asociada con la secrecién de acido lipoteicoico que, teniendo
su origen en zonas profundas cercanas a la membrana citoplasmica, aflorarian a la
superficie de la bacteria, facilitando su fijacion a las células de la mucosa nasal a
faringea, ya directamente (Staphylococcus) o formando complejos insolubles con la
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proteina M (Streptococcus pyogenes), que a manera de fibrillas los fijaria en los
receptores de las células.

Glicocalix: Cierto nimero de bacterias gram positivas, cuando se desarrollan en
medios apropiados, sintetizan polimeros extracelulares, en su mayoria polisacaridos
insolubles, que por microscopia electrénica se observan como un entramado de fibrillas,
que envuelve la bacteria formando una envoltura mucosa (glicocalix intrinseco) o se
libera en los liquidos organicos (glicocalix extrinseco), y que intervienen en los
fendmenos de adherencia. Se observa en las bacterias recién aisladas y generalmente se
pierde en los subcultivos, lo que se considera como un mecanismo de fijacion y de
supervivencia en los medios naturales.

En Streptococcus sanguis y S. mutans, la adherencia a los coagulos de fibrinay a
la superficie del diente seria debida a la secrecion por la bacteria de polisacaridos
extracelulares (glicocélix) del tipo dextrano o glucano, lo que representaria un ejemplo
de adherencia probablemente menos especifico entre un polisacarido bacteriano y una
superficie orgénica. También se ha observado que las moléculas de estos polimeros
(glucano) o de otros productos presentes en el medio pueden adherirse y formar una fina
pelicula en la superficie del diente o de otros materiales, comportandose como
receptores especificos de proteinas superficiales de la bacteria (glucosiltransferasa,
proteinas fijadoras de glucanos), que en este caso constituirian las adhesinas. De la
misma manera, la adherencia de las bacterias a materiales inertes implantados en el
organismo, como pratesis, catéteres y material de sutura, seria debida a la secrecion de
polimeros que actuarian por un mecanismo semejante.

5.5.6.2. Adhesinas multiples

Aunque por lo general las bacterias presentan un solo tipo de adhesina, en
ocasiones pueden presentar mas de una al mismo tiempo. En los meningococos y
gonococos se ha demostrado la existencia de adhesinas en las fimbrias y en las proteinas
de la membrana externa, de manera que en una primera fase se produciria una
adherencia laxa a distancia y a continuacion intervendrian las proteinas de la ME, que
determinarian una adherencia de membrana a membrana mucho méas amplia y firme.
También se ha observado que la mayoria de E. coli aislados de casos de pielonefritis
manifiestan después del cultivo la presencia de dos tipos de fimbrias, fimbrias de tipo 1
(MS), que permiten la adherencia al moco urinario que recubre el epitelio y en
particular a la glicoproteina de Horsfall y Tamm, y fimbrias P, que facilitan la
adherencia a las células epiteliales del tracto urinario.

6.5.6.3. Receptores de adherencia bacteriana

Son compuestos que existen en la superficie de las células animales, que se
combinan especificamente con las adhesinas bacterianas. Las células de la mucosa estan
recubiertas por glicoproteinas y glicolipidos, de estructura fibrilar, que forman parte de
la membrana y constituyen el glicocalix de la célula, que a su vez esta recubierto por
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una capa de glicoproteinas ricas en mucina, secretadas por celulas especializadas del
epitelio (células caliciformes) que forman el moco o gel mucoso.

Los receptores para las bacterias gram negativas se encuentran en los
carbohidratos del glicocalix de la membrana y también del gel mucosa, y se identifican
sus lugares combinantes con residuos de azucares (enterobacterias) o polimeros mas
complejos  (E. coli, N. gonorrhoeae), con una configuracion complementaria de las
adhesinas. Los residuos de azlcares constituyen el sitio activo del receptor, que a su vez
forma parte de moléculas de glicoproteinas o de glicolipicos (gangliésidos, globosidos).
La naturaleza quimica de los lugares combinantes del receptor se ha podido determinar
estudiando la capacidad inhibidora de diversas sustancias sobre la adherencia , y se ha
observado que los monosacaridos u oligosacaridos que contienen d-manosa inhiben la
adherencia de las enterobacterias que presentan fimbrias de tipo 1 (adhesinas MS), los
que contienen I-fucosa inhiben la adherencia de V. cholerae, el disacarido (Gal al-4 gal)
inhibe las fimbrias P de E. coli, los gangliésidos GM1y GM2, las de E. coli K88 y K99,
Y los gangliosidos con &cido sidlico, las de Mycoplasma. Los receptores para las
bacterias grampositivas (S. pyogenes) son poco conocidos. Pueden encontrarse entre las
proteinas o glicoproteinas de la membrana de la célula o sustancias existentes en el
medio de origen celular (mucina, fibronectina, seroalbimina) o bacteriano (glucanos)
que se adsorben en la superficie de las células. Cada vez se concede mayor importancia
a la fibronectina, glicoproteina muy ubicua, que se encuentra en forma soluble en el
plasmay liquidos organicos, y en forma insoluble en la superficie de las células, que, si
bien en ocasiones enmascararia la adhesinas de la célula, en otras, como ocurre en la
cavidad bucal, presentaria la propiedad de combinarse con diversas bacterias gram
positivas (S. aureus, S. pyogenes, S. mutans, S. salivarius), en especial con el &cido
lipoteicoico que constituye la adhesina de los estreptococos, o que no ocurre con las
bacterias gram negativas (enterobacterias, pseudomonas). La disminucion del nivel de
fibronectina en los enfermos hospitalizados podria explicar la colonizacion por
gramnegativos que se observa en estos casos.

6.5.6.4. Mecanismo de adherencia bacteriana

La adherencia es un fendmeno de interaccion de superficies, en el que
intervienen factores fisicoquimicos y bioldgicos (teoria coloidal de Derjaguin y Landau,
Verwey y Overbeek). La adherencia requiere el contacto de la bacteria con la célula,
pero, como ambas superficies son electronegativas, se crea una fuerza de repulsion, que
solo es neutralizada en parte por débiles fuerzas de atraccion (fuerzas de Van der
Waals, enlaces ionicos, enlaces de hidrdgeno, interacciones hidrofébicas), lo que da por
resultado la formacién de una barrera electrostatica que dificulta la aproximacion. La
presencia en la superficie de la bacteria de moléculas hidrofobicas y en especial de
adhesinas, que por su pequefio tamafio no estan sujetas a las fuerzas de repulsion,
permite neutralizar esta barrera y facilitar el contacto. Por otra parte, se ha observado
que las moléculas de adhesinas pueden presentar configuraciones complementarias de
los receptores celulares, 1o que les permite aproximarse a distancias cortas, combinarse
en forma esteroespecifica y formar numerosos enlaces independientes que aumentarian
la fortaleza de la union. Su naturaleza no se conoce con certeza, pero se considera que,
en la mayoria de los casos, la adherencia es un fendomeno especifico, del tipo antigeno-
anticuerpo o azUcar-lectina, pues se puede inhibir por la adicion de moléculas libres de
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cualquiera de los dos componentes (adhesinas o receptores purificados) o de sustancias
anélogas.

Una vez producida la adherencia, la bacteria puede a su vez adherirse a otras
bacterias de la misma o diferente especie por un mecanismo semejante (adherencia entre
células procariotas o fendmeno de coagregacién), dando lugar a la formacion de
microcolonias o de acumulos de bacterias en la superficie, lo que fortalece y estabiliza
la colonizacion. Como la adherencia en la mayoria de los casos es un proceso
especifico, la distribucion de los receptores en el hombre y los animales explicaria los
tropismos y localizacion de las bacterias en la colonizacion y en la infeccion. Se podria
distinguir una especificidad de especie cuando los receptores se encuentran en las
células de una misma especie animal, de manera que solo se producirian infecciones en
esta especie. Es el caso de E. coli K88, que solo produce diarreas en los lechones y de E.
coli CFA Il que produce diarreas en el hombre.

Dentro de una misma especie, su distribucion en el organismo podria ser
variable, de manera que, cuando los receptores se encontraran en las células de un
determinado tejido, existiria una especificidad o tropismo tisular, como en E. coli con
fimbrias P, cuyos receptores solo se encuentran en las células del tracto urogenital, en
los meningococos que se fijan en las células secretoras de moco del tracto respiratorio
superior, en S. salivarius que se fijan en la mucosa de la boca, en S. sanguis y S. mutans
en el diente, etc., o una localizacibn menos especifica, cuando los receptores se
localizaran en células de diversos tejidos e incluso en las glicoproteinas del moco, como
ocurre con las fimbrias del tipo 1 0 MS de la mayoria de enterobacterias. Ademas de su
distribucion, es importante la densidad de receptores en las células del organismo o en
un tejido determinado, que podria estar relacionada con una mayor susceptibilidad a la
infeccion. En los E. coli uropatogenos, los receptores se encuentran en los hematies
humanos y en las células del epitelio urinario de las personas que pertenecen al grupo
sanguineo P en cualquiera de sus fenotipos (PI, P2, PK), a excepcion de los raros casos
del fenotipo P que carecen de dicho receptor. Estudiando el fenotipo P se ha observado
que las células del fenotipo PI contienen una mayor densidad de receptores, lo que
estaria relacionado con una mayor predisposicion genética a la infeccion urinaria. Por
otra parte, la adherencia de las bacterias a los materiales inertes podria considerarse
como un fendmeno menos especifico o inespecifico, como ocurre en la adherencia a los
dientes y a diversos materiales implantados en el organismo. Se ha estudiado la
adherencia de los estreptococos a los dientes, especialmente de S. mutans, que, en
presencia de una dieta con sacarosa, interviene en la formacion de la placa dental y
probablemente de las caries. Esta bacteria sintetiza enzimas extracelulares que
desdoblan la sacarosa (invertasa) y a partir de la glucosa y por medio de la
glucosiltransferasa forman polimeros insolubles, glucanos y fructanos, que intervienen
en la adherencia y formaciéon de la placa dental. Se ha observado que en la superficie del
diente se forma rapidamente una fina pelicula de productos de origen salival (mucina,
lisozima, fibronectina, 1g) o bacteriano y que en presencia de una dieta rica en sacarosa
se produciria un predominio en la fijacion de glucanos, que en este caso actuarian como
receptores de las proteinas de superficie de S. mutans (proteinas fijadoras de glucanos,
glucosiltransferasa), fijando la bacteria al diente.

Asimismo, los glucanos de la bacteria pueden actuar como adhesinas fijando
otras bacterias de la misma o diferente especie (S. sanguis, S. mitis, Actinomyces
viscosus, Veillonella, etc.), que contribuyen a la formacion de la placa dental.
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Por otra parte, la adherencia de las bacterias a los materiales inertes implantados
en el organismo (protesis, catéteres, anastomosis, etc.) se considera debida a un
mecanismo semejante. Las bacterias productoras de polimeros extracelulares
(glicocélix, capa mucosa) formarian una fina pelicula de moco en la superficie de estos
materiales, dependiendo de su estructura y composicién, que a su vez podrian
comportarse como receptores especificos de compuestos superficiales de estas bacterias
0, por sus propiedades de hidrofobia, producir la adherencia par mecanismo
inespecificos. La observacion de que, cuando se extraen estos materiales del organismo,
muchas veces se encuentran recubiertos por una masa bacteriana mucosa fuertemente
adherida apoya esta teoria.

6.5.6.5. Adherencia y colonizacién *®

La colonizacion de las mucosas es un proceso complejo, en el que ademas del
fendmeno de adherencia, intervienen otros factores que condicionan la llegada y
contacto de las bacterias can la superficie epitelial. La adherencia de la flora normal es
debida probablemente a mecanismos diversos y, en gran parte, desconocidos. La
mayoria de estudios se han efectuado par microscopia electrénica de barrido en el tubo
digestivo de animales, y se ha observado que, en las zonas mas activas de la mucosa, en
continuo movimiento y recambio (movimientos peristélticos, de las microvellosidades),
es necesaria la existencia de mecanismos que aseguren una adherencia firme can el
glicocalix a la membrana de las células, incluso mediante la formacion de estructuras
especializadas, mientras que en las zonas poco activas pueden formarse adherencias
menos firmes y ser suficiente en ocasiones la fijacion en los receptares del gel mucosa.

La adherencia representa una ventaja ecologica para las bacterias de la flora

normal, pues:
o Impide su eliminacion par los factores mecanicos de la piel y mucosas,
asegurando su supervivencia.
o Las sitia en un nicho ecologico en condiciones fisicoguimicas y

nutritivas adecuadas, cerca de la fuente de nutrientes, que por lo general tienden
a concentrarse en las superficies y en la interfase sélido/liquido.

o Facilita su desarrollo y multiplicacion, dando lugar a la formacién de
microcolonias, que potencian sus funciones biologicas, como comensales y
mutualistas, y contribuyen a la colonizacion y establecimiento de una flora
normal, equilibrada y estable.

6.5.6.6. Adherencia e infeccion

La infeccion es un proceso secuencial cuya primera etapa seria la fijacion y
colonizacion de las bacterias patdgenas en las células epiteliales de la puerta de entrada.
Supone la presencia de factores que facilitan la penetracion a través del gel mucosa, los
cuales ya se han considerado, y de adhesinas que les permitan competir con la flora
normal por los receptores de la membrana de las células epiteliales.
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La adherencia de las bacterias patdgenas al epitelio evita su eliminacion par los
factores mecanicos y facilita su desarrollo y multiplicacion, lo que representa no solo
una proteccion frente a los agentes externos (otras bacterias, fagas, fagocitos,
antibidticos, sustancias inhibidoras), sino que, ademas, les permite alcanzar el numero
critica de bacterias a la concentracion adecuada de productos (fermentos, antigenos,
toxinas) para poder iniciar la infeccion (infeccion aguda a subaguda). Por otra parte, en
la adherencia a los materiales inertes implantados en el organismo, el papel de estos
materiales es el de ofrecer una superficie bien protegida, dependiendo de su estructura 'y
composicion, donde las bacterias puedan fijarse, multiplicarse y sintetizar grandes
cantidades de polimeros extracelulares (glicocalix), dando lugar a la formacion de
microcolonias constituidas por diversas especies bacterianas fuertemente adheridas por
el glicocalix a estos materiales. Esta capa mucosa se puede demostrar en las infecciones
de los catéteres y protesis, y si bien las bacterias se encuentran protegidas de los
mecanismos naturales de defensa y de los antibidticos, también queda limitada su
capacidad de difusién a la de sus productos (toxinas) a los tejidos vecinos, dando lugar a
la produccion de infecciones cronicas, persistentes y poco invasivas, en las que un
tratamiento antibidtico de acuerdo con la susceptibilidad de la bacteria in vitro modifica
poco la infeccion, que por lo general solo puede resolverse por la extraccion del
material infectado. El estudio de la relacién entre adherencia e infectividad ha
demostrada que en la mayoria de los casos existe un alto grado de correlacion tanto en
las infecciones invasivas como por toxinas (Tabla 6.4). En general se ha observado que
cepas de N. gonorrhoeae, Salmonella, Proteus mirabilis y E. coli enterotoxigeno, con
una buena capacidad de adherencia in vitro, presentan un alto grado de infectividad in
vivo. Se ha demostrado en voluntarios que la administracién de una variante de E. coli
enterotoxigeno, que habia perdido la capacidad de adherencia, pero conservaba la
capacidad de producir enterotoxina, fue incapaz de producir diarrea, a diferencia de la
cepa original, lo que sefiala la importancia de la liberacion de toxina a nivel de la célula
diana (enterocito) para la produccion del cuadro.

Por otra parte, se ha sugerido que los fendmenos de adherencia también
intervienen en las infecciones bacterianas secundarias, sobre todo en relacién con la
presencia de receptores accesibles en las células de la mucosa.

Se ha sefialado que las alteraciones patologicas de las células epiteliales
producidas como consecuencia de la infeccion primaria podrian aumentar la capacidad
de adherencia de otras bacterias por pérdida de ciertas sustancias de la superficie de la
célula (fibronectina), que impedirian la accesibilidad de los receptores a las bacterias, o
mediante la formacion de nuevos receptores, como se supone que ocurre en las células
infectadas por virus. En este sentido se ha observado que, en el curso de las virosis
respiratorias, las células epiteliales infectadas presentan una mayor capacidad de
adherencia para determinadas especies bacterianas (S. pneumoniae, S. aureus, H.
influenzae) y que, en los enfermos graves, las células de la mucosa orofaringea tienen
aumentada su adherencia para los bacilos gramnegativos; se ha comprobado que la
adherencia de Pseudomonas aeruginosa se encuentra asociada con una disminucién de
la fibronectina celular, que actuaria como un factor modulador no inmune de la
adherencia bacteriana. Estos hechos permitirian explicar la patogenia de las infecciones
bacterianas secundarias en las virosis y la colonizacion de las vias respiratorias
superiores por bacilos gramnegativos en los enfermos hospitalizados, etapa previa para
el desarrollo de procesos neumonicos. Los datos anteriores indican que la capacidad de
adherencia es uno de los factores determinantes de la accion patdgena; sin embargo, no
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constituye un factor indispensable para la infeccion, pues, si se anulan o reducen los
mecanismos de defensa de la mucosa (factores mecénicos, fagocitos, flora normal) por
cualquier causa, bacterias sin capacidad de adherencia pueden multiplicarse e incluso
producir una accion patégena. En consecuencia, la capacidad de adherencia representa
una ventaja ecologica para la colonizacion e infeccion, pero no constituye un requisito
imprescindible.

Tabla 6.4. Colonizacion especifica e infeccién .

Bacteria Adhesinas Fijacion en Infeccion
E. coli Fimbrias de tipo I Epitelio urinario (raldn) Cistitis
E. coli Fimbrias P Epitelio urinario (hombre, ratén) Pielonefritis
Fimbrias P + de tipo 1

E. coli enterotoxigena CFAl 'y CFAIl Epitelio del intestino delgado (hombre) Diarrea

N. gonorthoeae Fimbrias y proteinas ME Epitelio uretral y cervical Uretritis, cervicitis

Pseudomonas aeruginosa Fimbrias Endocardio Endocarditis
(adictos a heroina)

Streptococcus sanguis Proteinas fijadoras Endocardio Endocarditis
(raton)

Streptococcus mutans Proteinas fijadoras de glucano Esmalie dental Caries

(glucosil-transferasa)
Streptococeus pyogenes LPT + proteina M Faringe Faringitis
Staphylococcus coagulasa- ? Catéter Sepsis

negativo

Por dltimo, las bacterias también pueden adherirse a los fagocitos, lo que
constituye el primer paso para su incorporacion y destruccion. El caracter hidrofobico
de las superficies es el factor determinante del contacto, pero ademas por reacciones de
inhibicion con diversas sustancias, se ha observado que también intervienen fendmenos
especificos (adhesinas), de manera que la misma adhesina podria facilitar la infeccion y
mas tarde la fagocitosis o estos dos fendmenos dependerian de mecanismos distintos.

Se ha sefialado en algunas bacterias la existencia de adhesinas que presentan la
propiedad de fijarse no solo en las células epiteliales, sino ademés en la membrana de
las células fagocitarias, lo que facilitaria la fagocitosis, como ocurre con las fimbrias de
tipo 1 de E. coli, las fimbrias de P. mirabilis y el &cido lipoteicoico de S. pyogenes, y
que la presencia de mas de un tipo de adhesinas (adhesinas mdltiples), si bien seria
ventajosa para la colonizacion en que se precisa la maxima capacidad de adherencia,
podria ser perjudicial para la bacteria en etapas mas avanzadas si favorece la fagocitosis.
Ahora bien, las bacterias pueden evitar la fagocitosis por dos mecanismos:

a) La sintesis de capsulas o capas mucosas que enmascaren las adhesinas y
eviten su fijacion en los receptores del fagocito.

b) La represion de la expresion de las adhesinas, fundamentalmente por la
aparicion de variantes no fimbriadas.

Se ha observado que las bacterias pueden sufrir variaciones in vitro: variaciones
genotipicas irreversibles por mutacion o pérdida del plasmido que codifica las
adhesinas, pero sobre todo variaciones fenotipicas reversibles, por la accion de factores
externos. Asi, es conocido que las cepas capsuladas, cuando se conservan en el
laboratorio, pierden la capacidad de sintetizar la capsula que recuperan cuando se
inoculan a un animal de experimentacion. De la misma manera, las cepas con fimbrias
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de tipo 1 de P. mirabilis y E. coli pueden sufrir variaciones fenotipicas en el curso de su
ciclo de crecimiento, de manera que en la fase logaritmica se produce predominio de
bacterias no fimbriadas y en la fase estacionaria, predominio de bacterias fimbriadas.
Estas variaciones también se han demostrado in vivo. Asi se ha observado que los
meningococos Virulentos aislados de la sangre en los casos de sepsis forman colonias
transparentes, presentan disminuida su capacidad de adherencia y son mas
serorresistentes, lo que es debido a la presencia de una cédpsula que enmascara las
adhesinas de la ME vy evitaria la fagocitosis, mientras que los aislados de portadores
nasofaringeos presentan una mayor capacidad de adherencia y se desarrollan formando
colonias opacas. En la pielonefritis experimental de la rata por P. mirabilis se han
aislado del epitelio de la pelvis renal cepas fimbriadas, mientras que del parénquima
renal, solo cepas que no presentan fimbrias.

Estos hechos sugieren que, en la fase inicial de la infeccion urinaria, las cepas
fimbriadas son las mas importantes, pues son las que permiten la infeccion ascendente y
la colonizacion de la pelvis renal, mientras que las no fimbriadas, al ser mas resistentes
a la fagocitosis, pueden multiplicarse e invadir el parénquima renal, siendo las méas
patdgenas.

Estas variaciones permiten a la bacteria adaptarse a las diferentes condiciones
ambientales. En la pielonefritis por E. coli uropatdgenos se puede demostrar que la
mayoria de las cepas eliminadas por la orina no tienen fimbrias y las adquieren después
de 24 horas de cultivo en caldo, lo que indica que en el curso de su crecimiento en el
parénquima renal se encontraba reprimida la capacidad de producir fimbrias. Estas
cepas presentan en su mayoria adhesinas o fimbrias M5 y P. Las adhesinas M5
(fimbrias de tipo 1) parece que favorecen la persistencia de E. coli en el nicho intestinal
y por su adherencia al moco facilitan la colonizacion de la vagina, uretra y vejiga en las
fases iniciales de la infeccidn, pero en periodos mas avanzados la sintesis de adhesinas
se reprime, lo que evita la fagocitosis, en tanto las fimbrias P que se fijan al uroepitelio
facilitan la multiplicacién, la infeccidn ascendente y mas tarde la invasion. Estos hechos
son los que explican que, en el curso del proceso infeccioso, las condiciones
ambientales son las que hacen que la bacteria exprese la sintesis de la capsula o de una,
dos o ninguna adhesina, lo que determina el éxito o fracaso del patégeno para colonizar
la mucosa o evitar la fagocitosis. Sin duda cambios epigénitocos al servicio de la
adaptacion.

6.5.6.7. Prevencion de la adherencia

Teniendo en cuenta la importancia de la adherencia en la colonizacion e
infeccion, se ha intentado llegar a la profilaxis de las enfermedades infecciosas en su
fase inicial, interfiriendo en el proceso de adherencia, mediante tres tipos de medidas.

e Inhibidores de la adherencia. Se ha observado in vitro que la administracion de
analogos de bajo peso molecular de las sustancias que intervienen en la
adherencia, en especial del carbohidrato receptor, puede interferir en el
fendmeno por inhibicion competitiva. Asi se ha podido inhibir la adherencia de
E. coli con fimbrias de tipo 1 manosasensibles, por la administracion de
analogos de la manosa (metil-d manopiranosido), y de E. coli uropatégenos con
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fimbrias P con analogos de los globdsidos (globotetraosil). También se ha
podido inhibir la adherencia de S. mutans al diente y la formacién de la placa
dental administrando inhibidores de la glucosiltransferasa, que evitan la
polimerizacion de la glucosa y la formacion de glucanos. La dificultad de su
empleo in vivo deriva de la necesidad de que alcancen en el organismo
concentraciones susceptibles de competir con éxito con los factores de
adherencia. Sin embargo, en el caso de E. coli uropatdgenos, cuyo reservorio es
el intestino, se ha sugerido la posibilidad de que puedan eliminarse
selectivamente del tubo digestivo por la administracion por via oral de particulas
de agarosa recubiertas de globosidos, que produciria la fijacién de E. coli con
fimbrias Py su eliminacion por las heces antes de que tuvieran la oportunidad de
infectar el tracto urinario.

Antimicrobianos. Por otra parte, se conoce que algunos antimicrobianos pueden
afectar la capacidad de adherencia in vitro. Ocurre con los inhibidores de la
sintesis proteica (tetraciclinas, aminoglicosidos, cotrimoxazol) o los que
modifican la estructura de la pared celular (lactaminas), que actuarian
produciendo una disminucion de la sintesis o expresion de adhesinas o
induciendo su liberacion. En estos casos se ha observado que basta la
administracion de dosis subinhibitorias del antimicrobiano para que se produzca
la inhibicion de la adherencia sin que se afecte la viabilidad de las bacterias.
Parece que las tetraciclinas inhiben la adherencia por fimbrias de tipo 1 de E.
coli y el cotrimoxazol, la adherencia de E. coli uropatégenos. En modelos
experimentales se ha visto que dosis subinhibitorias de vancomicina confieren
una proteccion significativa frente a la endocarditis por S. sanguis. Se han
efectuado pocos ensayos clinicos, pero algunos autores han obtenido buenos
resultados con dosis bajas de cotrimoxazol o ampicilina en las infecciones
urinarias recurrentes. Estos estudios se encuentran en su fase inicial y deben ser
confirmados, ya que existen observaciones contradictorias.

Vacunas. Se ha estudiado la preparacion de vacunas con suspensiones
purificadas de adhesinas, en especial de fimbrias que induzcan la aparicion de
anticuerpos que inhiban especificamente la adherencia. En los animales de
abasto, se ha visto que la inmunizacién de las madres con una vacuna de
fimbrias purificadas de E. coli K88 y 987 puede proteger a los lechones y
terneros de la gastroenteritis por E. coli. Este tipo de vacunacién indirecta de las
madres para proteger a los recién nacidos se aplica en veterinaria con buenos
resultados.

Sin embargo, la vacunacion indirecta de los adultos presenta dificultades, ya que

la vacuna para ser eficaz debe inducir la aparicion de anticuerpos locales (IgA) a nivel
de la mucosa, que persistan durante largo tiempo, e incluir la mayoria de serotipos y las
posibles variantes que se puedan presentar en las fimbrias. En este sentido se ensayan
vacunas polivalentes que contengan los factores de colonizacién de E. coli (CFAl,
CFAIl y E8775) para la profilaxis de las gastroenteritis por E. coli enterotoxigenas y
vacunas polivalentes de fimbrias P para la inmunizacion frente a las infecciones
urinarias.
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6.5.6.8. Interferencia con la flora normal

Los fendmenos de competicion y antagonismo con los componentes de la flora
normal son fundamentales para el establecimiento de los patogenos. La flora residente
estd plenamente adaptada a su habitat o biotopo, presenta mecanismos de fijacion al
epitelio, obtiene del medio ambiente las sustancias nutritivas adecuadas para su
desarrollo y multiplicacién, y como consecuencia de su potencial metabdlico crea
condiciones ambientales (pH, rH, sustancias bactericidas) desfavorables. Los
microorganismos patdgenos se caracterizan en que, a pesar de su reducido nimero, son
capaces de bloquear estos mecanismos inhibidores de la flora normal, lo que puede
facilitarse cuando se producen alteraciones de la flora por mecanismos diversos.

6.5.6.9. Factores dependientes del huésped en adherencia

Destaca como factor la mayor densidad de receptores glucolipidicos en las
celulas epiteliales del tracto urinario (uroepitelio) en algunos individuos y que permiten
la union especifica de los gérmenes con fimbrias tipo 2 con las células epiteliales del
huésped, incrementandose la adhesion bacteriana. A mayor densidad de receptores
uroepiteliales, mas posibilidades de adhesion bacteriana y mayor riesgo de infeccion
urinaria.

6.6. Diagndstico de ITU

El diagnostico de sospecha inicialmente se basa en la clinica. Distinguimos las
siguientes posibilidades:

6.6.1. Pielonefritis

Se debe sospechar en los nifios que presenten fiebre, bacteriuria con urocultivo
positivo y ascenso de reactantes de fase aguda.

6.6.2. Cistitis

En los nifios mayores de 2-3 afios, continentes, los sintomas de la ITU son mas
sugestivos, permitiendo establecer mas facilmente el diagnostico de sospecha (Tabla
6.4).

Es necesaria la confirmacion microbiolégica para el diagnostico de infeccion
urinaria, asi como la adaptacion del tratamiento a los resultados del antibiograma. Para
ello, resulta de gran importancia la recogida de muestras de orina adecuadas para su
cultivo. Asimismo, un diagnostico valido de ITU resulta esencial para evitar
procedimientos diagndsticos o terapéuticos inapropiados por exceso o por defecto.
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Tabla 6.4. Manifestaciones clinicas de la ITU en nifios 2.

Importantes Inespecificas

1.Menores de 2 afios

Antecedentes familiares Rechazo del alimento
Ecografia prenatal anormal/ arteria umbilical Unica  VOmitos

Fiebre elevada sin foco Diarrea

Afectacion del estado general Detencion de la curva ponderal
Chorro miccional anormal Irritabilidad/ Apatia

Llanto durante la miccion Convulsién febril

Orina maloliente y turbia

2. Mayores de 2 afios

Fiebre elevada/ escalofrios Dolor abdominal difuso
Molestias urinarias ( disuria, polaquiuria, tenesmo) ~ V6mitos
Orina maloliente y turbia/ hematuria

Dolor lumbar

Sindrome de disfuncion vesical ( mas en nifias >

4 afios)

Poliaquiuria y urgencia miccional

Escapes de orina, especialmente diurnos

Posturas anormales ( especialmente en nifas):

piernas entrecruzadas

Patrones de vaciamiento vesical anormal:

-Flujo urinario en “stacatto”(interrupciones con
contracciones pélvicas)

-Vejiga pequefia con volumen reducido*y residuo
postmiccional

-Vejiga perezosa con volumen aumentado*

-Uso de musculatura abdominal para disminuir el

tiempo de vaciado.

*Estimacion volumen vesical: cantidad (ml) — edad (afios) + 21x30 (Protocolos AEP)
6.6.3. Métodos de recogida de muestra

En atencion primaria se emplean habitualmente diferentes métodos de recogida
de orina: en nifios continentes, la orina de chorro miccional medio; nifios no
continentes, la bolsa adhesiva perineal, técnica mayoritariamente utilizada en Espafia, o
las compresas esteériles de recoleccion de orina. Sin embargo, estas técnicas implican un
alto riesgo de contaminacion que resultard en urocultivos falsamente positivos 0 no
interpretables. Este riesgo depende de la meticulosidad en la limpieza del area
perigenital, de la periodicidad de la sustitucion del dispositivo y de la vigilancia para
retirar la orina emitida lo antes posible. En nuestro medio hemos realizado estudios
comparativos (datos no publicados) de la orina recogida en bolsa (extremado la asepsia)
y el sondaje vesical sin que observemos diferencias significativas en la sensibilidad y
especificidad de ambos métodos.

La puncidn suprapubica es considerada la técnica de recogida de orina de
referencia, pero es una prueba invasiva, molesta para el nifio y depende en gran manera
de la habilidad del personal sanitario y del volumen vesical de orina disponible. El
cateterismo vesical es también una técnica invasiva, mas facil de realizar que la
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puncion, que posibilita la recogida de pequefias cantidades de orina, aunque no permite
descartar completamente el riesgo de contaminacion. Tanto la puncién supraplbica
como la cateterizacion vesical son las técnicas de referencia y se recomiendan
habitualmente como pruebas de confirmacion o para pacientes en situacion
comprometida, que necesiten un tratamiento inmediato.

Existen pocos estudios #*" de evaluacién de pruebas diagndsticas que hayan
analizado las distintas técnicas disponibles con respecto a patrones de referencia
validos. Salvo las orinas recogidas de la mitad de un chorro miccional limpio, para las
otras técnicas no disponemos de estimadores de validez (sensibilidad, especificidad,
cocientes de probabilidades) generalizables, que nos orienten en la toma de decisiones.
Por ello, tendremos que considerar informacion obtenida a partir de estudios
descriptivos sobre riesgo de contaminacion, factibilidad, seguridad y aceptabilidad de
cada técnica en la toma de decisiones. Segun el método de recogida de orina se
establecera un punto de corte para la consideracion de la positividad del urocultivo,
valorando la posibilidad de contaminacién.

6.6.4. Pruebas de ayuda diagnostica

En espera de los resultados del urocultivo, la orina recolectada en buenas
condiciones puede analizarse mediante tiras reactivas (reacciones quimicas con cambio
de color) y examen microscopico. Una prueba de nitritos positiva indica que hay
bacteriuria con elevada especificidad (98%) y moderada sensibilidad (50%).

La prueba de la esterasa leucocitaria es bastante especifica (80%) y sensible
(85%) para la deteccidn de leucocituria.

Tabla 6.5. Interpretacion de los resultados del urocultivo segin el método de recogida de orina
utilizado®,

Meétodo recogida orina Recuento colonias Probabilidad de infeccion
Puncién suprapubica >100 ufc/ml Muy probable (>99%)
Cateterismo vesical >50.000 ufc/ml Muy probable (>95%)
>10.000 ufc/ml Probable
10.000-1000 ufc/ml Posible
<1000 ufc/ml Imposible
Miccion voluntaria >10.000 ufc/ml Probable
<10.000 ufc/ml Improbable
Nifio >100.000 ufc/ml Probable
100.000-10.000 ufc/ml Posible
Nifa <10.000 ufc/ml Improbable
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El estudio microscopico de la orina también es til para buscar leucocitos y
bacterias. El anélisis combinado mediante tira reactiva y estudio microscopico permite
alcanzar una sensibilidad del 99-100% (leucocituria o nutrituria o bacteriuria) con una
especificidad del 70-80% (Tabla 6.5) 2

El examen en fresco es menos utilizado, porque consume mas tiempo y requiere
la disponibilidad de instrumental y adiestramiento adecuados; consiste en la
identificacion de leucocitos o bacterias en la orina.

Tabla 6.6. Sensibilidad y especificidad de las diferentes pruebas diagnésticas 2

Esterasa
leucocitaria

83 (67-94)

78 (64-92)

Nitritos

53 (15-82)

98 (90-100)

Esterasa

93 (90-100)

72 (58-91)

leucocitaria o
nitritos
Sedimento:
leucocitos
Microscopio:
bacterias

73 (32-100) 81(45-98)

81 (16-99) 83 (11-100)

Esterasa
leucocitaria o
nitritos
leucocitos o
bacterias

99,8 (99-100) 70 (60-92)

o

Segun la guia NICE # en los nifios mayores de 3 afios la utilidad de las tiras
reactivas en el diagnostico es elevada de modo que:

e Test de esterasa leucocitaria + y nitritos + Iniciar tratamiento antibiotico. Si
el nifio presenta algun factor de riesgo para enfermedad grave o si tiene
historia de ITU a repeticion, enviar también muestra para urocultivo.

e Test de esterasa leucocitaria — y nitritos + Iniciar tratamiento ATB. Enviar
muestra para urocultivo. Definir continuidad de tratamiento segun
resultados.

e Test de esterasa leucocitaria + y nitritos - No iniciar tratamiento ATB
excepto que hayas sintomas claros de ITU. Enviar muestra para urocultivo.

e Test de esterasa leucocitaria — y nitritos - No iniciar tratamiento ATB. No
enviar muestra para urocultivo

6.6.5. Pruebas de imagen

En ausencia de evidencia en la que sustentar estrategias concretas de diagndstico
aplicables a nuestro entorno, se ha valorado la categorizacién propuesta por el National
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Collaborating Centre for Women’s and Children’s Health, comisionado por el National
Institute for Health and Clinical Excellence (NICE) en 2006 ™8 pero incorporando
indicaciones opcionales o selectivas, segun el criterio del panel de expertos. Las
recomendaciones se recogen en la tabla .Esta propuesta diferencia las recomendaciones
en funcion de la edad del paciente, la capacidad del nifio para controlar la miccion, la
existencia de ITU recurrentes o la existencia de ITU graves o atipicas. Se considera ITU
atipica la que cursa con persistencia de fiebre a las 48 h de tratamiento adecuado, con
flujo urinario escaso (elevacion de creatinina o baja capacidad de concentracion
urinaria) o que es debida a un microorganismo diferente de E. coli. Se considera ITU
recurrente cuando hay dos o mas episodios de ITU con sintomas o signos, o tres 0 mas
ITU sin sintomas o signos. El nivel de evidencia estd basado en meta-analisis de
estudios de pruebas diagnoésticas con algunas limitaciones (nivel Il) y en la opinién de
expertos (nivel 1V). No existe evidencia suficiente en la que sustentar la estimacion del
impacto clinico de los diagnosticos que ofrecen estas pruebas diagnosticas. Grado de
recomendacion propuesto: C.

Tabla 6.7. Propuesta para la realizacién de pruebas de imagen en nifios con infeccion del tracto urinario
(18

Prueba Buena respuesta ITU grave o atipica ITU recurrente

ITU en nifios de 0-6
meses de edad.

Ecografia precoz* No Sl Si
Ecografia diferida** Si No No
DMSA en fase aguda No No No
DMSA diferida Opcional Si Si
CUMS*** Selectiva**** Si Si

ITU en nifios de 6
meses hasta controlar

miccién

Ecografia precoz* No Si No

Ecografia diferida** Opcional No Si

DMSA en fase aguda No No No

DMSA diferida Opcional Si Si

CUMS*** Selectiva***** Selectiva***** Selectiva*****
ITU en nifios con

capacidad para

controlar la micciéon y

mayores

Ecografia precoz* No Si No

Ecografia diferida** No No Si

DMSA en fase aguda No No No

DMSA diferida No Opcional Si

CUMS*** Selectiva****** Selectiva****** Selectiva******

*Realizar la ecografia dentro de las 6 semanas siguientes a la ITU. **El panel de expertos asumio la
escasa Viabilidad y rendimiento de la DMSA en fase aguda. No obstante, para alguno de los miembros, si
se dispone de DMSA en fase aguda, su resultado permitiria orientar el seguimiento y la realizacién o no
de otras pruebas. ***Cuando se haga CUMS, administrar profilaxis antibiética 3 dias y realizar la prueba
el segundo dia. ****Sélo cuando la ecografia o la DMSA muestre alteraciones. *****Se valorard realizar
CUMS si el flujo urinario es escaso, si hay antecedentes familiares de reflujo vesicoureteral, sospecha de
disfuncion vesical y/o esfinteriana, infeccion por un microorganismo diferente de Escherichia coli,
dilatacién de vias urinarias en la ecografia o cicatrices en el DMSA. ******|_a ecografia en los nifios que
controlan la miccion debe realizarse con la vejiga llena, midiendo el volumen vesical antes y después de
una miccidn. Es frecuente la existencia de disfuncion vesical y/o esfinteriana asociada a ITU, por lo que si
se sospecha, deberia realizarse un estudio videourodindmico, si es posible, o al menos una CUMS
(incluyendo placas posmiccionales). CUMS: cistouretrografia miccional seriada; ITU: infeccion del tracto
urinario.
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Tabla 6.8. Pruebas diagndsticas en la ITU *°.

Buena ITU grave o ITU
Edad Prueba Guia respuesta atipica recurrente
diagndstica clinica
< 6 meses
Ecografia Ochoa  No Si Si
precoz NICE No Si° Si
Ecografia Ochoa  Si No No
Diferida* NICE  Si No No
DMSA Ochoa  Opcional Si Si
diferida’ NICE  No Si Si
CuMs’® Ochoa  Selectiva’ Si Si
NICE No Si Si
6 meses-control Ochoa No Si No
miccional Ecografia NICE  No SP° No
(Guia NICE-NHS precoz
6 meses < 3 afos)
Ecografia Ochoa  Opcional No Si
Diferida* NICE  No No Si
DMSA Ochoa  Opcional Si Si
diferida’ NICE  No Si Si
CUMS?® Ochoa  Selectiva® Selectiva® Selectiva®
NICE  No No’ No’
Con control miccional Ochoa No Si No
y nifios mayores Ecografia NICE  No Si° No
(Guia NICE-NHS >3 precoz®
afos)
Ecografia Ochoa  No No Si
Diferida"® NICE  No No Si
DMSA Ochoa No Opcional Si
diferida® NICE  No No Si
CUMS® Ochoa  Selectiva®®  No,selectiva®  No,
NICE  No No selectiva®®
No

a.Se considera ITU atipica a la que cursa con persistencia de fiebre a las 48-72 horas de tratamiento
adecuado, flujo urinario escaso (elevacion de creatinina o baja capacidad de concentracion urinaria),
microorganismo diferente de E. coli, dolor cdlico, presencia de masa, enfermedad grave o septicemia.

b Se considera ITU recurrente cuando hay 2 o mas episodios de ITU con sintomas o signos de PNA, 0 3 0
mas ITU de vias bajas; también un episodio de PNA y otro de infeccion de vias bajas.

1 Realizar ecografia dentro de las 6 semanas posteriores a la ITU (ambas guias).

2 4-6 meses después de la ITU (solo especifica tiempo la NICE).

3 Administrar profilaxis antibidtica 3 dias y realizar la prueba en el 22 dia.

4 Solo cuando la ecografia o el DSMA muestren alteraciones.

5 Si ITU por germen distinto a E. Coli que presente buena respuesta al tratamiento y sin otros factores de
infeccion atipica, la ecografia puede realizase después del plazo de 6 semanas.

6 Se valorard realizar CUMS si el flujo urinario es escaso, si hay antecedentes familiares de reflujo
vesicoureteral, sospecha de disfuncion vesical y/o esfinteriana, infeccion por microorganismo diferente a
E. Coli, dilatacion de vias urinarias en la ecografia o cicatrices en DSMA.

7 Considerar si flujo urinario es escaso, si hay antecedentes familiares de reflujo vesicoureteral,
infeccién por microorganismo diferente a E. Coli o dilatacion de vias urinarias en la ecografia.

8 En nifios que controlan miccion la ecografia se realiza con vejiga llena, midiendo volumen vesical
antes y después de una miccion.

9 Es frecuente la existencia de disfuncién vesical y/o esfinteriana asociada a ITU, por lo que si se
sospecha, deberia realizarse un estudio videourodindmico, si es posible, o al menos una CUMS
(incluyendo placas posmiccionales).
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Las tecnicas de imagen que habitualmente utilizamos son: ecografia,
cistouretrografia miccional seriada (CUMS) y gammagrafia con acido
dimercaptosuccinico marcado con tecnecio 99 (DMSA). La DMSA es el procedimiento
de mayor rendimiento para el diagndstico de pielonefritis, pero su empleo rutinario no
estd justificado ni parece viable. En la revision realizada por Whiting los distintos
estudios analizados reflejan gran variabilidad en la utilidad de la ecografia con un
limitado rendimiento diagnostico pero suficientemente fiable, y ofrecen peores
resultados para la CUMS. Por la facilidad de empleo, accesibilidad y ausencia de
efectos secundarios si necesitamos realizar alguna prueba de imagen para ayudarnos a
localizar una ITU realizaremos inicialmente una ecografia.

» Evaluar la estructura del tracto urinario: La ecografia es la prueba recomendada,
aunque no existen estudios de calidad que evalGen la evidencia del valor
diagndstico ni la efectividad clinica de las diferentes pruebas de imagen a este
respecto.

» Diagndstico de reflujo vesicoureteral (RVU): La prueba de referencia para el
diagnostico del RVU es la CUMS. Esta presenta como principales limitaciones
la alta exposicion radiologica y los riesgos por la cateterizacion de la via
urinaria, como infeccion (recomendado siempre hacer profilaxis) y trauma
uretral.

Diferentes estudios demuestran que la ecografia tiene escasa validez para el

diagnostico del RVU. La ecocistografia con contraste ha demostrado mejor

rendimiento que la ecografia convencional, siendo una prueba sensible para el
diagndstico de RVU. Existe escasa evidencia de las implicaciones patoldgicas

del RVU, especialmente de los grados I, 11 y 1Il.

» Valoracion del parenquima renal, busqueda de cicatrices: El gold standard lo
constituye la DMSA. La ecografia muestra limitaciones importantes. No existen
estudios que evidencien el beneficio del diagnostico de lesiones en el
parénquima renal en lo que a efectividad clinica y coste-efectividad se refiere.
Ademas las pruebas de imagen no permiten diferenciar si las lesiones en el
parénquima renal son congeénitas o adquiridas.

Tras el diagnéstico de una infeccién de orina las guias clasicas %42 en el
manejo de la ITU nos recomendaban realizar numerosas pruebas de imagen (ecografia,
CUMS, DSMA), pero dos de los pilares béasicos de estas recomendaciones: la
importancia del RVU vy la eficacia de la profilaxis antibidtica estdn siendo actualmente
revisados y cuestionados desde el punto de vista de la evidencias cientificas. La
magnifica guia publicada por la NICE %, en la que se revisa toda la bibliografia
relevante al respecto, ha sido pionera a la hora de analizar y tener en cuenta estas nuevas
evidencias en sus recomendaciones.

En Espafia el grupo de trabajo dirigido por Ochoa ha realizado una revision de la
ITU 1151823 en |3 que incluyen una excelente revision de las pruebas de imagen. Las
recomendaciones que realizan sobre el uso de pruebas de imagen estdn basadas en
metaanalisis de estudios de pruebas diagndsticas (nivel de evidencia I1) y la opinién de
un grupo de expertos (nivel de evidencia Il1) asignandole un grado de recomendacion C.
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6.7. Tratamiento del ITU

Mas adelante se presentan las recomendaciones de distintas guias de practica
clinica y protocolos extraido del Documento de la Conferencia de Consenso” Mane{o
Diagnéstico y Terapéutico de las Infecciones del Tracto Urinario en la Infancia” 2.
Puede comprobarse la existencia de una importante heterogeneidad, que en algunos
aspectos podria estar justificada (preferencias de antibioterapia en funcion de distintos
patrones de resistencia), pero que, en general, refleja la variabilidad existente en el
tratamiento de la ITU pediatrica. Merece la pena destacar que, en su mayoria, ofrecen
una visién conservadora: no recomiendan pautas de tratamiento cortas o con dosis
Unicas, asumen el tratamiento parenteral de las pielonefritis o ITU de alto riesgo y
establecen pocas jerarquias en la eleccion de antibioticos.

6.7.1. Retraso terapéutico

El retraso en la instauracion del tratamiento en el curso de una infeccion urinaria
se acomparia de lesiones renales mas frecuentemente que en aquellos casos en los que el
tratamiento se instaurd precozmente. La cicatriz renal se puede prevenir si la infeccion
se trata en las primeras 5-12 horas de la llegada de los gérmenes al parénquima renal,
antes de que se forme el absceso purulento, y se puede reducir en un 50% el tamafio de
la cicatriz si el tratamiento se inicia entre las 12 y 24 horas del inicio de la infeccién 2.

6.7.2. Recomendaciones de tratamiento antibidtico de las distintas guias de practica
clinica

6.7.2.1. Royal College of Physicians of London (1991)

Después de recoger una muestra de orina adecuada, debe iniciarse
inmediatamente tratamiento, especialmente en menores de 2 afios, con el mejor
antibidtico en dosis completa. Puede ser cambiado a las 48 h en funcion de la respuesta
y antibiograma. Los antibidticos disponibles por via oral son cotrimoxazol,
trimetoprima, nitrofurantoinas y cefalosporinas orales. Se desaconseja el uso de
amoxicilina por el alto nivel de resistencia de los uropatdgenos. Se recomiendan 5-7
dias de antibioterapia, aunque no se conoce la duracion éptima de tratamiento. Debe
realizarse un nuevo analisis de orina.

En esta guia la evidencia no esta jerarquizada. No se especifican los estudios
valorados en cada recomendacion.
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6.7.2.2. Guia Colombiana (1999)

El tratamiento empirico debe cubrir gérmenes gramnegativos de tipo entérico,
sin olvidar enterococos y estafilococos. Se aconseja ingreso y tratamiento intravenoso
cuando exista afectacion general, sepsis urinaria, el nifio sea menor de 3 meses, y haya
deshidratacién o intolerancia oral. Si mejora a las 72 h, se puede sustituir por un
antibiotico oral. Los antibidticos parenterales de eleccion son las cefalosporinas, solas o
asociadas a los aminoglucoésidos (casos graves, con evolucion inadecuada o sospecha de
absceso renal). Como antibidticos orales se recomiendan el cotrimoxazol y las
cefalosporinas orales (nivel 11-V). En los casos leves, se recomiendan 7 dias de
tratamiento. En los casos mas graves se completara por via oral hasta 14 dias.

En esta guia se citan seis niveles de evidencia estandar (I Ensayo Clinico
Aleatorizado (ECA) o Metaanalisis (MA) de calidad; Il: ECA o MA con errores; IlI:
experimento no aleatorizado; IV: cohortes o casos y controles; V: cohortes historicas o
series; VI: opinion de expertos). Se usan también otros términos (sistematica poco
documentada). Se citan las fuentes de algunas recomendaciones y las recomendaciones
restringidas a menores de 2 afios.

6.7.2.3. American Academy of Pediatrics (1999)

Si se sospecha una ITU en pacientes con aspecto toxico, deshidratados o que no
toleran liquidos, debe iniciarse tratamiento antibiotico parenteral y considerar ingreso
(nivel 1V). No establecen preferencias de antibioticos. En pacientes con funcion renal
comprometida, el uso de aminoglucosidos requiere controles de funcién renal y niveles.
Si mejoran en 24-48 h, se pasa a antibioterapia oral. En pacientes sin afectacion general,
si un urocultivo confirma una ITU, se inicia antibioterapia parenteral u oral (nivel I1).

Se recomienda recurrir a cotrimoxazol o cefalosporinas antes que a amoxicilina
(menor eficacia y mas resistencia);se desaconseja el cido nalidixico y la nitrofurantoina
(por insuficiente concentracion en sangre). Si no hay una respuesta en 48 h o el
microorganismo aislado muestra resistencia al tratamiento elegido, hay que reevaluar el
tratamiento y repetir urocultivo (nivel 11). Deben completarse 7-14 dias de antibioterapia
oral, incluso en los casos en que el tratamiento fue inicialmente parenteral (nivel I).

En esta guia se citan las fuentes de algunas recomendaciones, aunque faltan
muchos trabajos incluidos en este documento.

Se jerarquiza el nivel de la evidencia en 4 niveles (I: fuerte; Il: buena; I11: débil,
y IV: consenso).

Se excluye de las recomendaciones a los menores de 2 meses y mayores de 2
anos.
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5.7.2.4. Pediatric Nephrology Group, Indian Academy of Pediatrics (2001)

Pacientes con ITU complicada 0 menores de 3 meses deben ser tratados por via
parenteral. Se prefiere la combinacion ampicilina-gentamicina o una cefalosporina de
tercera generacion (cefotaxima o ceftriaxona). Puede darse gentamicina en una dosis
diaria en mayores de 3-6 meses. Si el nifio mejora puede darse antibioterapia oral, salvo
en menores de 3 meses y casos con hemocultivo positivo. Puede darse antibioterapia
oral en los mayores de 3 meses con una ITU simple. Se prefiere amoxicilina,
cotrimoxazol o una cefalosporina oral. Las quinolonas no deben ser tratamiento de
primera linea; su uso ha de guiarse por los estudios de sensibilidad. No se recomiendan
el &cido nalidixico ni la nitrofurantoina, por su baja concentracion tisular y sanguinea.
Repetir urocultivo y hacer ecografia si no mejoran a las 48 h.

La duracion habitual es de 10-14 dias en ITU complicada y de 7-10 dias en ITU
simple. No se recomiendan tratamientos més cortos.

Esta guia carece de jerarquizacion de la evidencia. No se especifican los estudios
valorados en cada recomendacion. ITU complicada: fiebre > 38,5 °C, aspecto toxico,
vomitos persistentes, deshidratacién y dolor a la percusionrenal. ITU simple: fiebre
moderada, disuria, frecuencia y urgencia miccional, sin criterios de complicada.

6.7.2.5. Protocolos de la Asociacion Espafiola de Pediatria (2002)

Los pacientes con pielonefritis o ITU febril ingresados requeriran antibioterapia
parenteral. Los antibidticos mas recomendados son cefotaxima, ceftriaxona,
tobramicina, gentamicina y ampicilina (ésta asociada a las anteriores si hay sospecha de
sepsis). Se iniciard por via intravenosa, y se puede completar por via oral o
intramuscular si la situacion clinica lo permite. En los casos en que no se requiera
hospitalizacion o con estado general bueno puede usarse la via oral (cefixima,
ceftibuteno, cefaclor, fosfomicina o amoxicilina-acido clavulanico). La duracion del
tratamiento sera de 10-14 dias. En las ITU bajas se emplearan antisépticos urinarios por
via oral durante 5-7 dias (cotrimoxazol, trimetoprima, nitrofurantoina o amoxicilina-
acido clavulanico). Si persisten los sintomas a las 48-72 h, repetir el urocultivo.

En esta guia no hay jerarquizacion de la evidencia. No se especifican los
estudios valorados en cada recomendacion.

6.7.2.6. Guia de la Sociedad Espafiola de Urgencias Pediatricas (2004)

Amoxicilina-acido clavulanico (grado A). Cefixima y ciprofloxacino (12 afios)
son alternativas validas.

En lactantes de hasta 3 meses 0 nifios con uropatia conocida, asociar
gentamicina. En nifios a partir de 12 afios con uropatia conocida e ITU recurrente,
ciprofloxacino. Si la infeccion es grave, cefotaxima (asociar ampicilina si se sospecha
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enterococo; tratamiento antipseudomona si se sospecha Pseudomonas). Si hay alergia a
betalactdmicos: gentamicina o fosfomicina o cotrimoxazol o ciprofloxacino (>12 afios).

La duracién del tratamiento en pielonefritis o lactantes es de 10 dias (grado A).
En ITU bajas puede ser de 3-5 dias. Ajustar el tratamiento segun antibiograma.

Si tras 48 h de tratamiento la evolucidn no es satisfactoria, valorar la sensibilidad
y el antibiograma, repetir el urocultivo, realizar ecografia renal para descartar absceso
parenquimatoso (grado B).

En esta guia se establecen niveles de evidencia de las recomendaciones, aunque
no precisan la sistematica de jerarquizacion: grado A (niveles la, Ib: metaanalisis y
ensayos clinicos); grado B (niveles lla, Ilb, y Il1: estudios controlados no aleatorizados,
cohortes, caso-control); grado C (nivel 1V: descriptivos, opinion de expertos).

6.7.2.7. Guia Prodigy (NHS) (2006)

Ingresar nifios con afectacion general, que se deterioran a pesar de un
tratamiento adecuado y que no mejoran al tercer dia, asi como neonatos y menores de 3
meses. Iniciar la antibioterapia si hay afectacion. Esperar el resultado del cultivo si
existen sintomas inespecificos y sistematicos de orina normal. Se recomiendan como
tratamiento de primera linea cotrimoxazol, nitrofurantoina y cefalexina. Si ha tomado
cotrimoxazol en los 3 meses previos, usar otras alternativas. Ajustar el tratamiento en
funcién del antibiograma, considerar si es resistente a los antibidticos de primera linea:
amoxicilina-acido clavulanico, otras cefalosporinas o pivmecillinam. Se recomiendan 7
dias de antibioterapia en los tratados en casa.

En esta guia se citan las fuentes de algunas recomendaciones, pero no se
jerarquiza la evidencia que las sustenta.

5.7.2.8. Recomendaciones actuales de la AEP (2011)

En nuestro medio, E. coli presenta un alto porcentaje de resistencia a ampicilina,
cotrimoxazol y cefalosporinas de 12 generacion, mientras que mantiene una alta
sensibilidad a las cefalosporinas de de segunda y tercera generacion, fosfomicina,
aminoglucosidos y amoxicilina/clavulanico.

Las ultimas indicaciones de la AEP establecen las siguientes indicaciones segun
la edad del nifio:

a) Lactante <3 meses

— De eleccion. Ampicilina (100 mg/kg/d, cada 6h) + Gentamicina (4-6 mg/kg/d,
cada 24h) 1V.

— Alternativa. Ampicilina + Cefotaxima (150 mg/kg/d).
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Pasar a via oral en cuanto se compruebe una buena respuesta clinica y la ausencia de
obstruccion al flujo urinario, y se conozca el patron de sensibilidad antibidtica del
microorganismo causal (habitualmente al cabo de 3-5 dias). Duracion total: 10-14 dias.

b) > 3 meses con afectacion moderada/grave

— De eleccion. Gentamicina IV (o im): 5-6 mg/kg/d, cada 24h.

— Alternativas. Cefotaxima IV: 150 mg/kg/d, cada 6-8h. Ceftriaxona IV o IM: 50-
75 mg/kg/d, cada 12- 24h. Cefuroxima I1V: 150 mg/kg/d, cada 8h.

Pasar a via oral cuando se compruebe una buena respuesta clinica, con las pautas
de antibidticos del apartado o segun antibiograma cuando se conoce el patron de
sensibilidad del microorganismo causal (habitualmente al cabo de 1-3 dias). Duracion
total: 10-14 dias

c) >3 meses con afectacién leve (0 moderada en >12 meses).
— De eleccion. Cefixima: 8-10 mg/kg/d, cada 12h.
— Alternativas. Cefuroxima axetilo: 30 mg/kg/d, cada 8-12h

Cuando se dispone de los resultados de las pruebas de susceptibilidad
antibiotica, se puede continuar con la misma pauta o cambiarla por otros antibiéticos de
espectro mas reducido como cotrimoxazol o cefadroxilo. Duracién total de 7-10 dias.

6.7.2.9. Tratamiento empirico segun las recomendaciones de la conferencia consenso
del panel de expertos (2006)

Grado de recomendacion propuesto: Grado A para los tratamientos de primera
eleccion, grado B para el resto.

A. Tratamiento intravenoso empirico:

— Se consideran tratamientos de primera eleccion gentamicina o tobramicina, en
dosis Unica diaria, asociada en los menores de 1 mes a ampicilina (salvo que la
tincibn de Gram no observe cocos grampositivos). A las 48-72 h se
reconsiderara el tratamiento en funcion de la evolucién, y especialmente de los
resultados del urocultivo y antibiograma. Puede optarse por un cambio de grupo
de antibidtico si lo aconseja el antibiograma. En los nifios con nefropatia
instaurada los aminoglucoésidos seran sustituidos por cefotaxima o ceftriaxona.

— Se consideran tratamientos alternativos cefotaxima o ceftriaxona, asociados a
ampicilina en menores de 1 mes. Se consideran también alternativas validas
amoxicilina-acido clavulanico o cefuroxima intravenosas, salvo en aquellas
areas con resistencia de Escherichia coli a estos antimicrobianos por encima del
10-20 %. Para algun miembro del panel, la jerarquizacion aminoglucoésidos
(primera eleccion).

— Cefalosporinas (alternativas) podria ser cuestionada si se considera la mayor
toxicidad de los aminoglucoésidos.

— Otros antibioticos deberan ser reservados a circunstancias especiales en las que
haya informacion microbiologica que haga aconsejable una eleccién antibiotica
especifica (amikacina, fluoroquinolonas, ceftazidima, carbapenémicos).
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B. Tratamiento oral empirico: En aquellas ITU en que no pueda descartarse una
infeccion de vias altas (pielonefritis) se considera tratamiento de primera
eleccion una cefalosporina de tercera generacion oral. Se consideran
tratamientos alternativos en estas ITU: amoxicilina-a4cido clavulanico y las
cefalosporinas de segunda generacion oral.

— En los nifios mayores (> 2 afios) con clinica de cistitis serian tratamientos de
primera eleccién amoxicilina-acido clavulanico, nitrofurantoina (nifios mayores
que tomen tabletas), fosfomicina y fosfomicina-trometamol.

— Se consideraran tratamientos alternativos en cistitis las cefalosporinas orales de
primera, segunda y tercera generaciones.

— EIl uso de fluoroquinolonas queda reservado a su empleo en circunstancias
seleccionadas y guiado por antibiograma.

El nivel de evidencia esta basado en ensayos clinicos con alguna limitacién
(nivel 1), en informacion epidemioldgica sobre la etiologia de las ITU y la sensibilidad
de los uropatdgenos en la infancia (nivel 11), ademas de en la opinién de expertos (nivel
V).

6.7.3. Criterios de ingreso

I.  Segun AEP: Nifios con ITU/PNA potencialmente grave:

e Lactantes menores de 3-6 meses de edad

e Afectacion general importante (cualquier edad)

e Antecedentes de pielonefritis aguda reciente, antecedentes de nefropatia o
anomalias estructurales de la via urinaria.

e Inmunodeficionecia.

e Mala respuesta al tratamiento oral

e Intolerancia al tratamiento oral o falta de cumplimiento del mismo (entorno
familiar que no garantiza el control y vigilancia adecuados). Intolerancia a la
alimentacion oral.

Il. Segun la Conferencia de Consenso del Panel de Expertos. La sospecha de
pielonefritis no debe considerarse un criterio absoluto de ingreso hospitalario. Se
consideran criterios generales que indican el ingreso hospitalario en pacientes
con ITU (la presencia de alguno de los siguientes):

e Edad inferior a 3 meses.

e Afectacion del estado general (signos de deshidratacion, decaimiento o
disminucion de la respuesta a estimulos, palidez, piel moteada, etc.).

e Intolerancia de la medicacion o alimentacion oral.

e Sospecha de mal control del tratamiento en el entorno familiar

e Antecedentes de inmunodeficiencia, uropatia o nefropatia grave (reflujo de
alto grado, o alteracién de la funcion renal).

El nivel de evidencia estd basado en un metaanalisis de ensayos clinicos con
alguna limitacion (nivel 1), estudios observacionales de series de ITU que permiten
estimar bajo riesgo de sepsis urinaria (nivel I11) y en la opinion de expertos (nivel 1V).
Grado de recomendacion propuesto: B.
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5.8. Criterios de interconsulta con nefrologia/urologia Infantil

Tras el tratamiento efectivo y el resultado de los estudios de imagen del episodio
inicial se decide la interconsulta con Nefrologia / Urologia Infantil, que debe
considerarse en el caso de:

e Pacientes con anomalias nefrouroldgicas no detectadas en la ecografia
prenatal y diagnosticadas tras el primer episodio de ITU (ecografia inicial).

e Pacientes con PNA recurrente.

e Pacientes con RVU.

e Pacientes con cicatriz renal en el DMSA tardio.

e Pacientes con sindrome de disfuncion vesical que no responden a las
medidas generales (estrefiimiento, rehabilitacion vesical) o asociado con
anomalias de la regién dorsolumbar o con RVU.

5.9. Profilaxis

E. coli continua siendo la causa mas frecuente de infecciones urinarias, si bien
en los altimos afios se ha observado un aumento de sus resistencias a antibioticos
betalactdmicos. La infeccion urinaria por E. coli requiere una primera fase de adhesion
de la bacteria al uroepitelio que se realiza mediante fimbrias.

De entre los diversos tipos de fimbrias se han descrito fimbrias manosa sensibles
que pueden ser bloqueadas de forma competitiva por la fructosa y fimbrias manosa
resistentes que se relacionan con plasmidos de resistencia a antibidticos y pueden ser
inhibidas por proantocianidinas (PAC) que se encuentran en altas concentraciones en el
fruto del arandano americano (Vaccinum macrocarpon).

La otra alternativa utilizada hasta el momento para prevenir la recurrencia de las
infecciones urinarias consiste en administrar dosis subletales diarias de antibioticos, que
si bien no suponen la destruccion de la bacteria, si alteran su adherencia al uroepitelio,
aunque conllevan riesgo de desarrollo de resistencia al antibidtico empleado.

Por desgracia con esta estrategia se incrementan las resistencias bacterianas y se
modifica la flora bacteriana que coloniza el tracto urinario desplazandose desde E. coli

hacia otras enterobacterias, habitualmente resistentes a los antibioticos de uso habitual
4:24-28

Dada la incidencia de infeccidn urinaria recurrente en pediatria y su repercusion
en la poblacion infantil, se ha hecho necesaria la utilizacion de quimioprofilaxis a nifios
con ITU pertenecientes a alguna de las siguientes categorias:

En caso de PNA, hasta finalizar los estudios de imagen;

Lactantes con ITU febril y lesion renal aguda, durante el primer afo;
Pacientes con RVU, mientras persiste;

Bacteriuria asintomatica recurrente (> 3 episodios en el Ultimo afo), durante
6-12 meses,
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e En nifios con anomalias urolégicas y riesgo de PNA, hasta la cirugia.

Los farmacos empleados han sido preferentemente cotrimoxazol, trimetoprima o
nitrofurantoina y, con menor frecuencia y sin una clara justificacién microbiolégica
otros antibioticos de amplio espectro (amoxicilina-clavulanico, cefalosporinas de 12
generacion o cefixima). Aunque la nitrofurantoina se ha mostrado mas efectiva, los
efectos secundarios (intolerancia gastrica, anemia hemolitica en menores de 3 meses)
dificultan su utilizacion.

En los ultimos afios el empleo de profilaxis antibidtica con el objetivo de
disminuir el riesgo de recurrencia ha sido cuestionado, incluso en el caso de RVU, por
la ausencia de datos sobre su eficacia real y por el riesgo de incrementar las resistencias
bacterianas. Tampoco se han definido la dosis baja 6ptima del antibiético, la frecuencia
de su administracion ni el periodo de tiempo que debe administrarse. En consecuencia,
con los datos actuales no parece justificada la profilaxis prolongada de la ITU no
complicada, incluso en caso de RVU de bajo grado o de lesion renal aguda sin RVU.
Puede mantenerse la recomendacion de profilaxis en nifios menores de 2 afios con ITU
febril hasta finalizar los estudios de imagen (CUMS/CID), cuando estan indicados, asi
como en nifios con RVU de grado 1V-V*182°,

Un metaanalisis publicado por Williams GJ, Lee A y Craig JC en la Biblioteca
Cochrane Plus en 2006 ** concluye que no hay pruebas fiables que demuestren la
efectividad de los antibioticos para prevenir la ITU recurrente. No existen pruebas
claras acerca de la dosis baja 6ptima del antibiotico que debe utilizarse, ni del periodo
de tiempo que debe continuar la profilaxis. La nitrofurantoina puede ser mas efectiva
que otros tipos de antibidticos para prevenir la ITU recurrente, pero los efectos
secundarios superan sus beneficios. Los estudios publicados hasta la fecha estan mal
disefiados y cuentan con sesgos que sobreestiman el verdadero efecto del tratamiento.

Tabla 6.9. Profilaxis con antimicrobianos en la ITU del nifio.

Antibiético Dosis diaria (mg/kg) Via Observaciones

TMP-SMX 2 de TMP V.0 1 dosis nocturna.
No < 8 semanas edad.

Trimetoprima 2 V.0 Una dosis nocturna.
No < 8 semanas edad.

Nitrofurantoina 1-2 V.0 Una dosis nocturna.
No < 12 semanas edad.

Cefadroxilo 10 V.0 Una dosis nocturna.

Queda por definir en futuros estudios el papel real de la profilaxis en la ITU
recurrente infantil. Aunque en el momento actual la evidencia existente no recomienda
la profilaxis con antibioticos de forma sistematica en nifios con tracto urinario normal
tras un primer episodio de infeccion urinaria o en nifios con reflujo vesicoureteral de
bajo grado. En cualquier caso la indicacion de profilaxis en pacientes con infecciones
recurrentes o con reflujos de alto grado debe ser individualizada.
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Tampoco parece indicada la profilaxis antibidtica en nifios con cicatrices renales
en ausencia de reflujo vesicoureteral tras un primer episodio de infeccién urinaria %,
aunque existe informacidn contradictoria en la que sustentar las recomendaciones sobre
la utilidad de la profilaxis en pacientes ITU recurrentes. De hecho, son varios los
autores que concluyen 2#2%% que la profilaxis antibi6tica no ha demostrado disminuir la
recurrencia de ITU, pero si el aumento de resistencia a antibiéticos. La evidencia que
apoya el uso prolongado de antibioticos en la prevencion de la infeccion urinaria y el
desarrollo de cicatrices renales es escasa y de baja calidad. La mayoria de los estudios
252930 han sido realizados en nifios con tracto urinario normal, y es sorprendente la
escasa informacion existente respecto a su eficacia en los nifios con reflujo
vesicoureteral, precisamente el grupo en el que la mayoria de las guias de practica
clinica recomienda esta intervencion terapéutica. Considerando la escasa evidencia
disponible, parece prudente replantearse el uso de la profilaxis antibidtica en la infancia.

Maés adelante se exponen las diferentes recomendaciones referentes a la
profilaxis con antibiéticos recogidas en las guias de practica clinica o protocolos de
distintas sociedades cientificas o grupos de expertos. Algunas, como la de la Asociacién
Esparfiola de Pediatria, la de la Academia Americana de Pediatria y la Colombiana de
Urologia recomiendan la profilaxis hasta que se completen los estudios de imagen v,
aunque dan a entender que en algunos casos estaria indicada su continuacion, no
especifican cuéles son estos casos, ni durante cuanto tiempo ha de mantenerse. En
general, las guias aconsejan la utilizacion de profilaxis en nifios con RVU (s6lo los de
mayor grado, como la guia sueca , o cualquier grado, como la guia india %, cicatrices
renales o infecciones frecuentes. Se ha llegado a la conclusion de que la evidencia que
apoya el uso prolongado de antibi6ticos en la prevencion de la ITU y el desarrollo de
cicatrices renales en la infancia es escasa y de baja calidad.

6.9.1. Recomendaciondes de las distintas guias de practica clinica sobre la profilaxis
antibiotica

6.9.1.1. Royal College of Physicians of London (1991)

Tras la ITU, mantener antibiotico profilactico a dosis bajas (trimetoprima,
cotrimoxazol o nitrofurantoina) hasta completar estudios en cada recomendacion.

En esta guia no hay jerarquizacion de la evidencia. No se especifican los
estudios valorados. No valoran el tratamiento a largo plazo

6.9.1.2. Guia Colombiana (1999)

Se citan seis niveles de evidencia estandar, aunque no se han empleado en estas
recomendaciones. Se usan también otros términos (sistematica poco documentada).
Recomendaciones restringidas a menores de 2 afios.
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6.9.1.3. American Academy of Pediatrics (1999)

Recomienda profilaxis hasta completar estudios de imagen. Posteriormente no
especificado la duracion de la misma. Se citan las fuentes de algunas recomendaciones
aunque faltan muchos trabajos incluidos en este documento. Se jerarquiza la evidencia
en cuatro niveles (I: fuerte; 1I: buena; Ill: débil, y 1V: consenso). Se excluye de las
recomendaciones a los menores de 2 meses y mayores de 2 afios

6.9.1.4. Pediatric Nephrology Group, Indian Academy of Pediatrics (2001)

Recomiendan profilaxis hasta completar estudios de imagen, en RVU (reflujo
vesicoureteral), cicatrices renales aun en ausencia de reflujo, infecciones frecuentes (> 2
infecciones al afo). En esta guia no hay jerarquizacion de la evidencia. No se
especifican los estudios valorados en cada recomendacion.

6.9.1.5. Protocolos de la Asociacion Espafiola de Pediatria (2002)

Profilaxis hasta completar los estudios de imagen. Posteriormente no
especificado. No hay jerarquizacién de la evidencia. No se especifican los estudios
valorados en cada recomendacion.

6.9.1.6. Guia de la Sociedad Europea de Nefrologia Pediatrica (2002)

Se indica profilaxis hasta completar los estudios de imagen, RVU al menos hasta
al menos los 3 afios de edad, cicatriz renal, hasta al menos los 3 afios de edad. En esta
guia no hay jerarquizacion de la evidencia. No se especifican los estudios valorados en
cada recomendacion.

6.9.1.7. Guia de la Sociedad Espafiola de Urgencias Pediatricas (2004)
Se recomienda profilaxis:

e En la primera ITU hasta la realizacion de la cistografia, en los casos en los
que se demore mas alla del proceso agudo (grado B), en la ITU recurrente,
definida como >2 episodios en 6 meses. Se ha demostrado que la profilaxis
previene la ITU durante el periodo de tratamiento (grado A). En estos nifios
se debe mantener la profilaxis durante seis meses y valorar la respuesta (la
decision de parar el tratamiento debe basarse en la valoracion de los periodos
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de prueba, libres de medicacion. Si vuelve a presentar una nueva ITU en los
tres meses posteriores tras dejar la profilaxis, plantear de nuevo una pauta de
seis meses mas).

Pacientes con uropatia obstructiva no intervenida.

Neonatos diagnosticados prenatalmente de ectasia piélica, con un didmetro
transversal de pelvis renal superior a 7 mm, hasta completar el estudio de
imagen.

RVU.

Cuando se realiza una cistografia de control, en un paciente con RVU,
independientemente del grado, y que no sigue tratamiento profilactico
habitual. En este caso es suficiente una dosis Unica de fosfomicina (1 g/10 kg
de peso; méaximo 3 g) antes o después del procedimiento.

No se recomienda profilaxis en:

Pacientes con vejiga neurdgena y sondaje intermitente (grado A).

En pacientes con litiasis renal.

En pacientes con valvulas uretrales.

Tampoco en el contexto de un sondaje puntual diagnostico.

No hay evidencia a favor de la profilaxis después de una ITU, para evitar
recurrencia.

No se aconseja utilizar para la profilaxis los mismos antibi6ticos que para el
tratamiento de la ITU.

La profilaxis se administrard en una dosis Unica nocturna y de forma continuada.
En casos de reinfeccion, tratarla y volver de nuevo a la misma pauta profilctica previa.

Se recomienda:

Nitrofurantoina (es el de eleccién) (grado A).

Fosfomicina (a cualquier edad; dosis diaria 0 2 a la semana).
Cotrimoxazol (contraindicado en menores de 2 meses).

En menores de 2 meses, amoxicilina-acido clavulanico.

En casos seleccionados puede usarse ciprofloxacino.

Se establecen niveles de evidencia de las recomendaciones, aunque no precisan
la sistematica de jerarquizacion: grado A (niveles la, I: metaanalisis y ensayos clinicos),
grado B (niveles Ila, 11b y 1l1: estudios controlados no aleatorizados , cohortes, casos y
controles) grado C( nivel IV: descriptivos, opinion de expertos).

6.9.1.8. Guia Prodigy (NHS) (2006)

Se indica profilaxis si existe RVU grado I1I-1V. Se citan las fuentes de algunas
recomendaciones pero no se jerarquiza la evidencia que las sustenta.
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6.9.1.9. Indicaciones de profilaxis antibidtica. Conferencia consenso del panel de
expertos (2006)

¢Esta indicada la profilaxis con antibidticos en nifios con tracto urinario
normal tras un primer episodio de infeccion urinaria? No se recomienda la
profilaxis con antibioticos de forma sistematica en nifios con tracto urinario normal tras
un primer episodio de infeccion urinaria. La profilaxis no se recomienda pero no puede
considerarse inapropiada, en tanto que no sepamos si existe reflujo de alto grado. Podria
usarse hasta la realizacion de ecografia o CUMS, siempre que estas pruebas no se
demoraran mas de un mes.

El nivel de evidencia esta basado en metaanalisis de ensayos clinicos con
importantes limitaciones y un ensayo clinico posterior (nivel 1) #3%*? asi como en la
opinion de expertos (nivel 1V). Grado de recomendacion propuesto: B.

¢Esta indicada la profilaxis con antibidticos en nifios con reflujo
vesicoureteral tras un primer episodio de infeccién urinaria? En pacientes con
reflujos vesicoureterales grados I-111, no se recomienda la profilaxis antibi6tica. No
obstante, dado que so6lo se ha evaluado en un trabajo y con periodo de seguimiento
corto, no se puede considerar inadecuada la profilaxis, al menos en reflujos de grado I1-
I1l. A pesar de la ausencia de informacion suficientemente valida que lo apoye, se
recomienda la utilizacion de profilaxis antibiética en los casos de reflujo grados 1V-V,
al menos durante un afio, continuando en funcién de la existencia de recaidas de ITU y
la evolucion del reflujo.

El nivel de evidencia esta basado en un ensayo clinico **** de pequefio tamafio y
corto periodo de seguimiento (nivel I) para los reflujos de grado I-111 y en la opinion de
expertos (nivel 1V) para los reflujos 1V-V. Grado de recomendacion propuesto: B para
la profilaxis en reflujos grado I-111; grado C para los reflujos grado 1V-V.

¢ Esta indicada la profilaxis con antibidticos en nifios con cicatrices renales
en ausencia de reflujo vesicoureteral tras un primer episodio de infeccion
urinaria? No esta indicada la profilaxis antibiotica en nifios con cicatrices renales en
ausencia de reflujo vesicoureteral tras un primer episodio de infeccion urinaria.

El nivel de evidencia esta basado en la opinidn de expertos (nivel 1V).

Grado de recomendacion propuesto: C.

¢Esta indicada la profilaxis con antibidticos en nifios con infecciones del
tracto urinario recurrentes? No hay informacion en la que sustentar las
recomendaciones sobre la utilidad de la profilaxis en pacientes con ITU recurrentes. Se
recomienda valorar individualmente su indicacién. Considerar el diagnostico y
tratamiento de disfuncion vesical en estos pacientes.

El nivel de evidencia estd basado en la opinidn de expertos (nivel 1V).

Grado de recomendacion propuesto: C.
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Si estd indicada la profilaxis, ¢qué antibidtico utilizar y durante cuénto
tiempo? ¢Qué antibioticos serian de primera eleccién y cudles alternativos? Se
consideran antibidticos apropiados para profilaxis la nitrofurantoina (en nifios mayores
que tomen tabletas), fosfomicina, trimetoprima y cotrimoxazol (trimetoprima-
sulfametoxazol). En menores de un mes, podria emplearse amoxicilina o amoxicilina-
acido clavulédnico. Serian antibidticos de primera eleccion nitrofurantoina y
trimetoprima, salvo en el neonato, que seria amoxicilina.

Dados los efectos secundarios resultantes de la utilizacion de antibioterapia
profilactica, tales como alteraciones de la flora nasofaringea y digestiva ha surgido la
necesidad de nuevas alternativas en la prevencién de infecciones urinarias. En este
sentido destaca el Extracto de Arandano Rojo Americano, ya utilizado desde hace mas
de 100 afos.

6.10. Seguimiento del nifio tras el primer episodio de ITU

Tras el diagndstico y tratamiento efectivo de la ITU deben programarse
controles clinicos cada 3-6 meses, durante al menos 1-2 afios, especialmente en caso de
nifos pequefios con ITU febril y de PNA en escolares.

Para el diagnostico precoz de la recurrencia debe proporcionarse informacion
adecuada, preferiblemente escrita, sobre los sintomas de ITU en lactantes y nifios
pequefios, especialmente en caso de fiebre (> 38 °C) y realizar urianalisis (tira reactiva
y/o examen microscopico) cuando se produce la sospecha clinica y urocultivo, con
muestra adecuada de orina, en su caso.

La investigacion de bacteriuria asintomatica, mediante urocultivos periddicos ha
sido préactica habitual en el control ambulatorio de nifios tras su primer episodio de
PNA/ITU febril, especialmente en caso de RVU. Datos recientes han mostrado que, en
nifios pequenos, la aparicion de nuevas cicatrices es consecuencia de ITU sintomatica o
PNA recurrente sin relacion con la BA 'y que, en escolares, la BA no aumenta el riesgo
de cicatriz dado que las cepas aisladas no causan habitualmente PNA sintomatica.

Ademas, el tratamiento antibidtico en nifias con BA produce cambios de la flora
bacteriana que pueden incrementar el riesgo de recurrencias y favorecer nuevos
episodios de PNA. Por ello, la practica de urocultivos en nifios asintomaticos puede
causar mas confusion que beneficio y no debe ser recomendada.

6.10.1. Alternativas al tratamiento antibiético con extracto de arandano americano
6.10.1.1. Aspectos botanicos *

El ardndano americano (inglés: American arandano americano, large arandano
americano o, simplemente, ardndano americano) es el fruto pequefio y rojo de
Vaccinium macrocarpon Aiton, una planta perenne. El fruto tiene por lo general de 1 a 2
centimetros de didmetro, pesa de 1 a 2 gramos y se distingue por su intenso color rojo
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carmesi. El género Vaccinium pertenece a la familia de las Ericaceae. Entre las otras
especies de Vaccinium se encuentra:

Figura 6.5. Arandano azul (V. corymbosum L., en inglés: blueberry) y arandano azul Silvestre (V.
angustifoliurn Ait. en ingles: wild blueberry).

Figura 6.6. Arandano europeo (V. oxycoccus L., European ardndano americano, small arandano
americano), mirtilo o arandano (V. myrtillus L., bilberry, whortleberry) y arandano rojo (V. vitis-idaea
L., ligonberry).

El ardndano americano es una de las pocas bayas de cultivo autdctona de
Norteamérica con un valor comercial significativo, junto con el arandano azul y la vid
silvestre o labrusca (Vitis labrusca L. en inglés: fox grape), conocida por la variedad de
uva Concord. ElI nombre inglés (arandano americano) evolucion de arandano americano
(baya de grulla), denominacién que le dieron los colonos, que asociaron la forma de la
flor con el cuello, cabeza y el pico de dicha ave. A pesar de que existen muchas
variedades de ardndano americano, comercialmente predominan nueve variedades. De
ellas dos, Early Black y Stevens, ocupan la mayor parte de la superficie de cultivo. La
variedad Early Black es una seleccion autdctona que se remonta a 1857 y la Stevens es
un hibrido introducido por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA)
en 1950. La produccion mundial de arandano americano, en 1999, ascendié a 333.690
toneladas, de las cuales el 85% se cultivaba en Estados Unidos y Canada, mientras que
una pequefa cantidad del fruto se cultiva en Chile.

La industria del arandano americano representa un mercado mundial de 2.000
millones de doélares (estimacion del 2001), cuyos productos incluyen el fruto fresco,
zumos, compotas, fruto desecado e ingredientes como el fruto congelado, concentrados
de zumo y el zumo desecado por atomizacion **.
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6.10.1.2. Composicion del zumo

La composicion aproximada de zumo de arandano americano de concentracion
natural a 7,5 Brix, en 100 g es la siguiente: 92,9% agua, 7,1% sdlidos, 27 calorias, 6,9 g
carbohidratos, <0,1 g proteinas, <0,1 grasas, 96 mg minerales, 2 mg vitamina C. La
graduacién Brix es una medida de la concentracion del zumo o por contaje de sélidos
solubles, que se basa técnicamente en la sacarosa y se mide por hidrometria o
refractometria. Una graduacion Brix de 7,5 es la normativa industrial aceptada para el
zumo de arandano americano de concentracion natural.

Como se puede ver, el zumo de ardndano americano esta constituido casi en su
totalidad por agua y carbohidratos. Los 6.9 g del total de carbohidratos incluyen 3.7 g
de azucares, 3.1 g de &cidos orgénicos Yy 0.l g de fibra dietética. En el zumo de arandano
americano, la proporcion de fructosa con respecto a la glucosa es menor a uno, lo cual
es poco comun comparado con muchos otros zumos de fruta en los que dicha
proporcién es normalmente mayor a uno. También es caracteristico su contenido en
acido quinico, cuya valoracion sirve para determinar el porcentaje de zumo de arandano
americano en un producto, asi corno para detectar posibles adulteraciones.

Por lo que se refiere a la cantidad de acido galacturonico, puede variar corno
consecuencia de la despectinizacion de la fruta o el zumo.

El analisis del Acido 2-furoico (acido furan-2-carboxilico), realizado junto con
los &cidos fendlicos, en el coctel de zumo de ardndano americano dio un contenido de
2.9 ppm. EI contenido de acido oxalico, por su parte, fue de 5 ppm . El acido oxalico, y
el zumo de ardndano americano por asociacion, se han implicado en la formacion de
calculos renales. No obstante, las investigaciones ***> han demostrado que el nivel de
acido oxalico en el zumo de ardndano americano es insuficiente para la formacion de
calculos renales (los minerales en 100 g de zumo de arandano americano incluyen sodio
(4 mg), potasio (85 mg), calcio (7 mg) y hierro (0,3 mg).

6.10.1.3. Coctel de zumo de arandano americano

Comparado con otros zumos de fruta, se puede apreciar que el zumo de
ardndano americano tiene relativamente poco azucar y mucho &cido. Esto afecta al
dulzor y la palatabilidad percibidos. Este atributo de calidad a menudo viene descrito
por la proporcion de brix con respecto a la acidez valorable (BAR). Para los zumos de
fruta de fruta que se consumen normalmente sin diluir y sin edulcorar, como el de
manzanay el de uva, esta proporcion puede hallarse en un intervalo de 22 a 24.

En comparacion, el zumo de arandano americano tiene un BAR de aproximadamente
3.8, mas parecido al zumo de limoén, que tiene un BAR de 1.6. Los fabricantes de
bebidas por lo general compensan el bajo contenido de azlcar y el alto contenido de
acido del zumo de arandano americano mezclandolo con agua y edulcorante para
producir un c6ctel de zumo de ardandano americano (CZA), con un BAR aproximado de
22. De hecho, el USDA ha establecido una descripcién comercial del articulo (CID,
Comercial item descripcion) para esta forma de zumo de arandano americano,
especificando el CZA corno bebida que contiene al menos un 25 % de zumo de
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arandano americano y un 0.26 % de acido quimico. Por lo que se refiere a la cantidad de
acido galacturonico, puede variar corno consecuencia de la despectinizacion de la fruta
0 el zumo.

6.10.1.4. Beneficios del arandano americano para la salud **

El ardndano americano puede considerarse corno uno de los primeros alimentos
funcionales. Ademas de los usos primitivos del arandano americano como alimento, por
ejemplo, en el Penmican (una mezcla de carne y bayas, ambas desecadas) y las
compotas, se utilizaba por sus beneficios medicinales. Los habitantes nativos de Nueva
Inglaterra utilizaban el arandano americano para tratar las heridas (en forma de
emplastos), trastornos urinarios, diarrea y diabetes. El ardndano americano también se
consumia en travesias largas por el océano para prevenir la aparicion de escorbuto entre
los pasajeros y la tripulaciéon. Hoy en dia, se sabe que el ardndano americano contiene
muchos componentes bioldgicamente activos.

En la actualidad, entre la base de datos NAPRALERT de la Universidad de
Illinois y las bases de datos fotoquimicas y etnobotanicas del doctor Duke, se ha
publicado que existen 120 compuestos con mas de 700 actividades bioldgicas en
especies de Vaccinium. Por ejemplo, existen 40 compuestos con 130 efectos asociados
con la actividad anticancerigena, 35 compuestos con 108 efectos asociados a la
actividad antioxidante y 25 compuestos con 45 efectos asociados a la actividad
antiinflamatoria. Solo unas cuantas de estas referencias son especificas de V.
macrocarpon, pero ello se debe probablemente més a la falta de investigacion con esta
especie que a la falta de compuestos biolégicamente activos.

Se puede dar por supuesto que dentro del género Vaccinium existen actividades
bioldgicas similares en la mayoria de los casos y en diversos grados entre las especies
en cuanto a bioactividad de antiadherencia bacteriana hallada tanto en el arandano
americano corno en el arandano azul. La primera investigacion documentada acerca de
este efecto data de 1923 *°, cuando los cientificos desarrollaron la hipétesis de que el
bajo pH, debido al alto contenido de &cido del zumo de ardndano americano, combatia
la infeccion al acidificar orina. Las investigaciones mas recientes apuntan a otro
mecanismo. En 1991 ¥ los investigadores mostraron que el zumo de arandano
americano impedia la adherencia de Escherichia coli a las células uroepiteliales de la
pared del tracto urinario. Este trabajo suponia que el zumo de arandano americano
tendria un efecto mas preventivo que curativo, ayudando asi a mantener sano el tracto
urinario. En 1994%, un estudio clinico de 6 meses de duracion, aleatorizado, doble
ciego, controlado frente a placebo, en el que participaron 153 mujeres de edad
avanzada, a las que se les administraban 300 ml/dia de CZA, se observo una reduccion
significativa de la bacteriuria y numero de leucocitos en orina, marcadores ambos de
una infeccion del tracto urinario. Los investigadores también confirmaron en un
bioensayo de antiadherencia in vitro, que el CZA era activo mientras que el placebo no
lo era y que la orina del grupo tratado tenia menor acidez, disipando la idea de que la
acidificacion urinaria fuera responsable del efecto. En 1998, un grupo de investigadores
% identific, mediante fraccionamiento biodirigido, las proantocianidinas (PAC) o
taninos condensados corno los constituyentes responsables de la actividad antiadherente
en el ardndano americano.
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En 2001, un grupo de investigadores demostré que la orina de ratones cuya
alimentacion contenia CZA o una solucion acuosa de extracto PCA de arandano
americano purificado mostraba actividad antiadherente, mientras que la orina de ratones
alimentados con agua no la mostraban. Este trabajo proporciona las pruebas in vivo
més concluyentes hasta la fecha, vinculando las PAC del zumo de arandano **.

6.10.1.5. Arandano americano y antiadherencia bacteriana

Las bacterias utilizan fimbrias y pili, estructuras de superficie proteica, para
adherirse a otras superficies. Estas estructuras se consideran una caracteristica heredada
y las bacterias pueden expresar diferentes tipos de adherencias en funcion de la
condiciéon de cultivo. Las PAC del arandano americano impiden la adherencia de
bacterias E. coli patdgenas con fimbrias tipo P al tejido de células uroepiteliales. La E.
coli es responsable del 85% de las infecciones sintomaticas del tracto urinario.

Existen también investigaciones preliminares que dan a entender que las PAC
del ardndano americano pueden impedir la adherencia de Helicobacter pylori a las
células epiteliales del estomago. H. pylori provoca mas del 90% de las ulceras
duodenales y hasta un 80% de ulceras gastricas. Existen pruebas de que las PAC del
ardndano americano pueden impedir la adherencia de determinadas cadenas de bacterias
responsables de la placa dental y la gingivitis en la cavidad oral. La actividad
antiadherente puede medirse in vitro mediante un bioensayo de hemoaglutinacion de
glébulos rojos. También se puede dirigir un ensayo de aglutinacion in vitro mas

especifico utilizando receptores de adherencia aislados adheridos a particulas de resina
34,37

6.10.1.6. Efectos a nivel cardiovascular

Investigaciones preliminares indican que el arandano americano puede
desempefiar un papel beneficioso en el mantenimiento de la salud cardiovascular.
Cerdos con hipercolesterolemia familiar (HF) alimentados con una dieta que contenia
polvo de zumo de ardndano americano mostraron un nivel de colesterol total y LDL
significativamente inferior al valor inicial, el analisis de muestras de sangre tomadas
semanalmente mostré una reduccion general del 20% del colesterol total y un 22% del
colesterol LDL. No se produjo ningun cambio en el colesterol HDL. Otro trabajo ha
mostrado que los extractos de arandano americano inhiben la oxidacion de LDL.

Ademaés, cuando los flavonoides del arandano americano se fraccionaron en
Sephadex LK20 y se prob6 su actividad antioxidante, se descubrié que las fracciones
que contenian proantocianidinas oligoméricas (OPC) y poliméricas retrasaban
significativamente la aparicion de la oxidacion in vitro de LDL humana inducida por
Cu2+ .No se observd oxidacion de LDL hasta los 250 minutos para las fracciones
oligoméricas y poliméricas, mientras que las fracciones de control y las que se
incluyeron antes, que contenian antocianésidos y flavonoles, alcanzaron la oxidacién
maxima a unos 150 min. Puesto que este estudio se halla todavia en una etapa
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preliminar, son necesarias investigaciones adicionales para determinar la importancia de
estos hallazgos para la salud humana.

6.10.1.7. Proantocianidinas

Las proantocianidinas (PAC) son mayoritariamente oligomeros (OPC) o
polimeros de flavanoles unidos mediante uno (tipo B) o dos (tipo A) enlaces inter-
flavano. Las PAC identificadas hasta hoy en el arandano americano son en su mayoria
oligébmeros y polimeros de epicatequina y epigalocatequina con uno 0 mas enlaces
interflavano del tipo A. EI nimero de enlaces del tipo A parece incrementarse conforme
aumenta el nivel de polimerizacion.

En la Figura 6.7 se representa una OPC tetramérica, con enlaces interflavano del
tipo B 4-6 y 4-8 y un enlace interflavano de tipo A 4-8,2-0-7. Al parecer parece poca 0
ninguna actividad antiadherente asociada a monomeros, dimeros y oligdmeros mas altos
de las PAC del arandano americano con todos los enlaces interflavano de tipo B.

El enlace interflavano tipo A parece necesario para que las PAC tengan
actividad antiadherente contra la E. coli fimbriada tipo P.

OH

OH

Figura 6.7. Proantocianidina tetramérica **.

La cuantiicacion de PAC representa muchos retos analiticos debido a su
naturaleza polimérica y la falta de sustancias de referencia. La heterogeneidad
estructural basada en la presencia de diferentes unidades de mondmeros, varias
configuraciones de enlaces interflavano y el intervalo del grado de polimerizacion,
complican el aislamiento y la cuantificacion de compuestos individuales. Se han
utilizado ensayos gravimétricos para cuantificar el contenido total de PAC, aislando la
fraccion de PAC mediante cromatografia de adsorcion con fase inversa C18 y Sephadex
LK20 o cromatografia de adsorcion con Sephadex LH-20 seguida de la precipitacion
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con iterbio trivalente. Los procedimientos gravimétricos pueden tardar dos o mas dias
en completarse y la escala de la cantidad de muestra fraccionada puede limitar la
sensibilidad del método. La cromatografia de adsorcion en Sephadex LH-20 combinada
con un ensayo colorim6trico puede mejorar tanto la selectividad corno la sensibilidad
del método. La vanillina y 4-dimetilamino-cinamaldehido (DMAC) son dos reactivos
que se han utilizado para la determinacion colorimétrica de las PAC. EI DMAC es méas
apropiado para analizar muestras de arandano americano debido a las reducidas
interferencias de antocianosidos y acido ascérbico. Lo ideal seria que un metodo con
DMAC se estandarizara con una muestra estable del mismo tipo, para la que el
contenido total de PAC hubiera sido determinado mediante el procedimiento
gravimétrico. Entre otros procedimientos colorimétricos publicados en este ambito se
encuentran el de Folin-Ciocalteu, Acido clorhidrico/n-butanol y azul prusia.

La tabla 6.10 muestra el contenido de PAC en tres productos comunes del
ardndano americano, determinado mediante el ensayo colorimétrico con DMAC,
calibrado frente a 90-MX, un polvo atomizado de concentrado de zumo de arandano
americano. Se analizaron 12 muestras de coctel de zumo de ardndano americano y 12 de
arandano americano seco edulcorado, dando coeficientes de variacion del 14.7% y
14.8%, respectivamente. Las ocho muestras de compota de ardndano americano entero
analizadas mostraron un elevado coeficiente de variacién (60%), debido muy
probablemente a la falta de homogeneidad del producto. Cada uno de estos productos
proporciona una cantidad similar de PAC por racion. Sin embargo, puesto gque tanto el
meétodo gravi-metrico como el colorimétrico no pueden facilitar informacion acerca de
la distribucion y la cantidad de PAC individuales presentes, estos datos no proporcionan
ninguna indicacion acerca de la diversidad de las PAC del ardndano americano.

Tabla 6.10. Contenido de PAC en tres productos comunes del ardndano americano **.

Coctel de zumo ardndano rojo americano 30 mg/240 mg
Compota de arandano americano entero 24 mg/70 g
Aréandano americano seco endulcorado 32 mg/40 g

La degradacion acida de las PAC en presencia de nucleofilos como el
bencilmercaptano (tiolisis) proporciona informacion sobre los monomeros que
componen las PAC y posiblemente de su grado medio de polimerizacion. Combinado
con el fraccionamiento también puede proporcionar informacién sobre la distribucion de
las PAC. No obstante, en estas condiciones, el enlace interflavano tipo A puede no
romperse hasta producir los mondémeros, lo cual puede dar lugar a con conclusiones
erréneas acerca de la composicion monomérica y el grado medio de polimerizacion.

Los métodos cromatogréficos se pueden utilizar para separar y cuantificar los
monomeros, oligomeros y pequefios polimeros de PAC, ambito en el cual la HPLC en
fase normal proporciona una mejor separacion que la HPLC en fase inversa. Sin
embargo, incluso con el método HPLC en fase normal es cada vez mas dificil resolver
PAC superiores a los dodecdmeros y, a medida que aumenta la diversidad de la
composicion de las PAC, también los isdbmeros dentro de un grado de polimerizacion.
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Ademas, no existen sustancias de referencia analiticas para PAC comercialmente
disponibles, aparte de los monémeros y unos cuantos dimeros.

Las sustancias de referencia para oligdmeros y polimeros de PAC se aislan de
fuentes naturales y su pureza estd limitada por la capacidad de resolucion de los
compuestos individuales. Por udltimo, la espectrometria de masas también se puede
utilizar para separar las PAC en base a su cociente masa/carga. Tanto la espectrometria
de masas (MSI por electro espray (ESI) como la espectrometria de masas con analizador
de tiempo de vuelo y ionizacién por desorcién mediante laser asistida por matriz
(MALDI-TOF, matrix assisted laser desorption - time of flight), pueden utilizarse para
analizar las PAC. La Figura 6.8, muestra el espectro de masas de un extracto de PAC de
arandano americano purificado a partir del polvo 90MX mediante el procedimiento de
fraccionamiento con C18 y Sephadex LH-20 para gravimetria.

3O 670 0 L 90 1070 1174 1270 LRI 140

Figura 6.8. Perfil de PAC del extracto de arandano americano Fraccionado por ESI-MS **.

El extracto se redisolvié en metanol y se mezclé en una proporcion de 3: | con
acetato amonico 10 mM de y la disolucidn se introdujo a 5 vl /min en la fuente de ESI-
MS. El espectro de masas es la acumulaci6n de 100 barridos individuales de 250 a 1800
(UMA) adquiridas a 3 segundos por barrido. Este perfil por MS muestra el tipo y la
distribucion de las OPC individuales en el ardndano americano. El efecto de carga
multiple debe tenerse en cuenta al interpretar espectros de ESI-MS, en los que un
tetramero con doble carga aparecera como la masa de un dinero de carga sencilla. Esto
se puede reconocer por el hecho de que las diferencias de fragmentos de masa y grupos
funcionales en los espectros se veran afectadas de forma similar. La MALDI-TOF-MS
no presenta este problema y proporciona un alto grado de resolucién de masas, lo cual
puede ser util para identificar PAC con enlaces interflavano tipo A y otras diferencias en
la composicion de las PAC.

6.10.1.8. Antociandésidos

Los antociandsidos o antocianinas son compuestos clave del ardndano americano
por el color que transmiten al fruto y al zumo. La estructura general de antocianindinas
(aglicones de los antocianosidos) aparece en la Figura 6.9. Diferentes aglicones se
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originan por hidroxilacion o metoxilacion de las posiciones 3'y 5'. Los antocianosidos
son el resultado de la glicosilacion de las antocianidinas, en la posicion 3 en el caso de
los antociandsidos del arandano americano.

Figura 6.9. Estructura general de las antocianidinas (aglicones de los antociandsidos o antocianinas).

Se han descrito diversas actividades bioldgicas para los antociandsidos, entre las
cuales se encuentran las actividades antioxidantes, antibacteriana, antifungica y
antimutagénica. Asimismo, pueden tener un efecto sobre la salud cardiovascular al
mejorar la fragilidad capilar. A la fraccion antocianica de los extractos de V. mirtillo se
atribuy6 la mejora de la funcion visual y vascular después de averiguar, durante la
Segunda Guerra Mundial, que los pilotos que consumian mermelada de mirtillo tenian
una mejor vision nocturna. Los datos presentados en la Tabla 6.11 se obtuvieron de 12
muestras de coctel de zumo de ardndano americano, de cuatro embotelladoras
diferentes, utilizando un método de HPLC de fase inversa con deteccion por red de
diodos (DAD). Se realiz6 la cromatografia utilizando una columna de C18 y un
gradiente binario de &cido acético al 2 % y acido acetico al 2%: acetonitrilo 20:80 (v/v).
Se utiliz6 cianidina-3-galactésido como estandar externo para cuantificar seis
antociandsidos.

El coeficiente de variacion de 1os resultados oscilaba entre el 40 y el 50 %. A
partir de 1os datos presentados en la Tabla 6.11, se puede observar que el contenido
total de antociandsidos era de aproximadamente 8 mg/kg para este grupo de muestras de
CZA. Pese a que pueda haber variabilidad en el contenido total de antocianosidos en el
zumo de ardndano americano, debido a factores como la variacion del cultivo de afio a
afio, debe tenerse en cuenta que el perfil de antociandsidos y las proporciones relativas
de antociandsidos individuales son muy estables y constituyen un indicador bastante
claro de la calidad del zumo de arandano americano estandar. Ademas, de los
antocianosidos, en este anélisis del coctel de zumo de arandano americano también se
cuantifico la epicatequina (monomero de proantocianidina), encontrandose una cantidad
de 3.5 mg/kg, con un coeficiente de variacion del 27%.
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Tabla 6.11. Antociandsidos del coctel de zumo de ardndano americano.

Cianidina-3-galactosido 2.0 mg/|
Cianidina-3-arabinésido 1,4 mg/l
Cianidina-3 -glucésido 0.1 mg/l
Peonidina-3-galact6sido 2.8 mg/l
Peonidina-3-arabin6sido 1.1 mg/l
Peonidina-3-glucdsido 0.3 mg/l

6.10.1.9. Flavonoles

Los flavonoles contribuyen también al color del fruto y el zumo. Los flavonoles
trasmiten un color amarillento en disolucién y pueden formar copigmentos con los
antocianosidos. La Figura 6.10 muestra la estructura general de un aglicon de flavonol,
en la que son posibles sustituciones por hidroxilo en las posiciones 3'y 5'.

En los heterosidos, se observan sustituciones de glicosidicas en la posicion 3. Se
ha descrito que los flavonoles poseen una serie de propiedades bioldgicas corno:
antioxidante, analgésica, captadora de radicales, antiinflamatoria y broncodilatadora, asi
como un potencial efecto sobre la salud cardiovascular, mediante la mejora de la

fragilidad capilar.

Figura 6.10. Estructura general de un flavonol *.

Los datos presentados en la Tabla 6.12 se obtuvieron mediante el mismo método
y las mismas muestras que los datos de antociandsidos presentados anteriormente. La
cuantificacion se realizé utilizando estandares externos individuales de cada flavonol.
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Tabla 6.12. Flavonoles identificados en el arandano americano **.

Hiperésido 23.2 mg/l
Quercetina 13.0 mg/I
Miricetina 5.3 mg/l
Quercitrina 5.2 mg/l
Avicularina 1.8 mg/l

6.10.1.10. Acidos fendlicos

Los é&cidos fendlicos tienen también un interés cada vez mayor por sus
potenciales efectos beneficiosos para la salud. La Figura 6.11 muestra las estructuras de
los acidos benzoico y cinamico (R= -HI. Los &cidos benzoico y cindmico son los dos
acidos fenolicos principales del arandano americano, junto con sus derivados por
hidroxilacion o metoxilacion en las posiciones 3, 4 y 5. Se han descrito diversas
actividades biologicas para los acidos fenolicos, como antioxidante, antimicrobiana,
captadora de radicales, inhibicion de la agregacion plaquetaria, supresion de la
formacion de la placa dental, antihipercolesterolémica y antiulcerosa.

Para obtener los datos de acidos fenolicos presentados en la Figura 6.11, se
desarrollé6 un método por HPLC (fase inversa) acoplado a ESI-MS, utilizando el modo
MS-MS (espectrometros de masas en tandem). EI mismo grupo de 12 muestras de CZA
descrito anteriormente se cromatografié en una columna de C18 utilizando un gradiente
binario de acido acetico al 1% de metanol al 100%. La cuantificacion se realizo
mediante sustancias de referencia individuales calibradas frente a un estandar interno
(&cido 4-clorobenzoico). El coeficiente de variacién para 1os resultados oscilo entre el
20 y el 36%. El &cido vanilico es un derivado del acido benzoico, mientras que los
acidos cafeico y clorogénico son derivados del acido cinamico.

COCH

Acido benzoico (R= -H)

6
COOH
Rsl " .
|
R4 3/?
R

Acido cinamico (R= -H)

Figura 6.11. Estructuras de los acidos benzoico y cinamico (R= -HI. *.
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6.10.1.11. Otros componentes del arandano americano

Ademas de los constituyentes descritos anteriormente, el ardndano americano
contiene otros componentes potencialmente beneficiosos para la salud. A continuacién
se facilita un analisis somero de los mismos. La pectina es una fuente de fibra para la
cual se ha descrito actividad anticancerigena e hipocolesterolemiante. La pectina
también es un ingrediente muy importante en relacion con el procesamiento del
ardndano americano para la obtencion de compota, por sus propiedades gelificantes.

Al igual que las PAC, la pectina también presenta retos significativos para su
cuantificacion y descripcion cualitativa.

Se ha descrito la presencia de &cido eldgico en el arandano americano en
concentraciones de 120 mg/kg. En la literaturase han descrito actividades antioxidante,
antimutagénica, anticarcinogénica y antiviral para el acido elagico. El resveratrol es otro
compuesto detectado en elarandano americano, a concentraciones similares a las del
zumo de uva, de 1.07 y 1.56 nmol/g, respectivamente. El resveratrol se ha relacionado
con actividad anticancerigena e inhibidora de COX; y COX,. Es un antioxidante y es el
componente del vino tinto que se ha relacionado con la salud cardiovascular, en base a
su capacidad de inhibir la agregacion plaquetaria y su actividad antiinflamatoria.

En las semillas del ardndano americano se ha descrito la presencia de
secoisolariciresinol, un lignano, en una concentracion de 10.54 mg/kg en relacion a peso
seco. Los lignanos tienen una estructura relacionada con la de los estrogenos, por lo que
se comportan como estrogenos débiles y antagonistas de estrogenos. Ademas muestran
actividad antioxidante, antimitética, antiviral y antitumoral. Los estudios experimentales
en animales sugieren que puede tratarse de factores dietéticos protectores frente a la
patologia vascular aterosclerdtica, reduciendo el colesterol total y el colesterol LDL. EI
Acido ursélico se encuentra en concentraciones relativamente altas en la piel del
arandano americano y se ha utilizado como componente de un balsamo para lesiones
dérmicas y quemaduras. Los estudios experimentales en animales y humanos han
demostrado que el &cido ursélico y otros triterpenos muestran actividades biol6gicas
significativas, incluidas la hepatoprotectora, antiinflamatoria, antitumoral,
antihiperlipidémica, antimicrobiana, anticariogénica y antiulcerosa **.

Finalmente, en el aceite de la semilla de arandano americano se han aislado e
identificado tocotrienoles y acidos grasos omega3, grupos de compuestos conocidos por
su actividad antioxidante, y su efecto sobre la carcinogénesis y la salud cardiovascular.

6.10.1.12. Variabilidad de la composicion

La composicion quimica del ardndano americano y los productos derivados del
mismo es variable, como en cualquier producto agricola. Esta variabilidad se debe a
muchos factores diferentes, como la variedad, la madurez, el emplazamiento del cultivo,
estrés ambiental y efectos del procesado. Por ejemplo, el contenido medio total de
antocianosidos (mg/100 g del fruto cosechado puede variar significativamente: de 31 a
62 en funcion de la region, de 18 a 66 en funcién de la variedad y de 36 a 42 en funcion
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del afio (estudio de calidad de la cosecha durante seis afios, datos no publicados). El
proceso de despectinizacion podria afectar al contenido de acido galacturénico del zumo
de arandano americano, entre otras cosas.

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

7. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Dada la incidencia de infeccidn urinaria recurrente en pediatria y su repercusion
en el desarrollo de nefropatia postpielonefritis, es de uso habitual recomendar la
utilizacion de quimioprofilaxis en nifios con ITU pertenecientes a alguna de las
siguientes categorias:

e En caso de PNA, hasta finalizar los estudios de imagen.

e Lactantes con ITU febril y lesion renal aguda, durante el primer afio.
e Pacientes con RVU del alto grado, mientras persista.

e En nifios con anomalias urolégicas y riesgo de PNA, hasta la cirugia.

El origen de estas recomendaciones estd en el mayor riesgo de recurrencia
infecciosa durante el primer mes. Aunque controvertida la indicacion de profilaxis
antibidtica en infeccién urinaria recurrente y reflujo vesicoureteral se ha establecido
como una practica habitual en pediatria en las Ultimas décadas. Aunque el tratamiento
profilactico de la infeccién urinaria con antibiético no elimina por completo el riesgo de
nuevas infecciones urinarias, si origina un cambio en los patdgenos responsables
habituales. Se considera que el 87% de todas las infecciones urinarias se deben a E. coli,
porcentaje que disminuye hasta un 58% cuando el paciente ha recibido profilaxis
antibidtica. De igual forma, se observa resistencia a cefotaxima en el 3% de los
microorganismos aislados en pacientes con infeccion urinaria que no han recibido
profilaxis con antibidticos frente a un 27% de resistencias en los pacientes que
recibieron profilaxis con antibioticos.

Por otro lado, existe en el momento actual controversia a la hora de justificar la
profilaxis antibidtica en nifios con infecciones urinarias de repeticion o reflujo
vesicouretral, dada la aparente poca repercusion sobre el desarrollo de cicatrices renales.
Como alternativa se han realizado ensayos clinicos en adultos donde se evalua la
utilidad de la profilaxis con extracto de arandano americano en pacientes con infeccion
urinaria recurrente. En estos estudios se observéd una disminucion en la prevalencia de
infeccion urinaria en el grupo tratado con extracto de arandano del 20% (Cl 95%: 3-
36%). El arandano americano contiene al menos dos componentes con propiedades
antiadherentes para las fimbrias de E. coli a los epitelios. Las proantocianidinas del
arandano rojo (principal principio activo) se fijan a los pili de E. coli e impide que las
bacterias puedan fijarse al epitelio del tracto urinario, eliminandose de forma pasiva con
la miccion. Sin embargo cabe pensar que en los pacientes con profilaxis antibidtica ya
instaurada la administracion de extracto de ardndano americano sea menos efectiva al
disminuir la prevalencia de infecciones urinarias por E. coli. Diversos estudios, han
encontrado escasa utilidad de la profilaxis antibidtica en pacientes con infeccion
urinaria recurrente, ademas el uso continuado de antibioticos a dosis inferiores a las
terapéuticas se ha relacionado con aumento de las resistencias bacterianas a los
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antibioticos de uso habitual por tanto y puesto que hasta el presente son escasos los
ensayos clinicos que evallan la efectividad del extracto de arandano en las infecciones
recurrentes en nifios. Por todo ello, se hace necesario determinar la utilidad del extracto
de arandano americano en la prevencién de las infecciones urinarias recurrentes en
nifilos y comprobar si es factible sustituir la actual profilaxis con antibioticos que ha
mostrado una utilidad limitada.

A la vista de los hechos anteriores y dado el estado de incertidumbre sobre la
utilidad de la profilaxis antibi6tica en nifios con reflujo vésicoureteral y en los casos de
infeccidn urinaria recurrente, nos planteamos las siguientes hipotesis:

1. El extracto de ardndano americano podria resultar de utilidad en la prevencion
de las infecciones urinarias recurrentes en nifios.

2. Si el extracto de arandano demuestra ser de utilidad en nifios la flora
bacteriana a diferencia de lo observado con la profilaxis antibidtica no se modificaria.
Sabemos por estudios previos que la profilaxis antibidtica puede modificar el tipo y las
resistencias bacterianas a antibidticos de los microorganismos aislados en infecciones
urinarias recurrentes.

El objetivo general del presente estudio podemos desglosarlo en:

1. Comprobar si el extracto de arandano americano es seguro y eficaz en la
profilaxis de la infeccion urinaria recurrente infantil

2. Comparar la eficacia del extracto de arandano con la profilaxis antibiotica con
trimetoprima.

Como objetivo secundario nos planteamos:

1. ldentificar y comparar la flora bacteriana aislada en las infecciones urinarias
detectadas durante la profilaxis con arandano americano y con trimetoprima,

2. Analizar la diferente resistencia a los antibidticos de los microorganismos
aislados en pacientes que reciben profilaxis con ardndano o con trimetoprima.
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8. MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL Y METODO

8.1. Caracterizacion del jarabe de arandano

Dada la gran variabilidad en cuanto a su composicion de los diferentes
preparados comerciales de arandano americano existentes en el mercado, de forma
previa al inicio de este ensayo se considerd necesario realizar una caracterizacion del
jarabe utilizado.

8.1.1. Material

Los estdndares de acido p-cumarico, miricetina, 7-hidroxicumarina y
proantocianidina A2 fueron de Extrasynthese (Genay, Francia). El reactivo de fenol de
Folin-Ciocalteu era de Fluka, Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). El acido férmico y
acetonitrilo utilizado para preparar las fases moviles fueron de Fluka, Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania) y Lab-Scan (Gliwice, Sowinskiego, Polonia), respectivamente.
El agua destilada con una resistencia de 18.2MQ fue desionizada en un sistema Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, EE.UU.). Los disolventes se filtraron antes de su uso con un
disolvente 58.061 en un aparato de filtracion (Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.).

8.1.2. Preparacion de la muestra

Se utilizaron 200 ul de jarabe de arandano, elaborado como una dispersion de
extracto de arandano al 3% en jarabe de glucosa. El jarabe se disolvio en 4 ml de
metanol, se realizo vortice durante 2 minutos en un G560E Vortex-Genie 2 (Scientific
Industries, Bohemia, NY, EE.UU.) y se filtr6 con un filtro de politetrafluoroetileno
(PTFE) (0.2 um de tamafio de poro) y se inyecta directamente en el sistema HPLC.

8.1.3. Medicion de polifenoles totales, y proantocianidinas

Para cuantificar el contenido fenolico total en el jarabe de arandano, se utilizo el
método de Folin-Ciocalteu *. La proantocianidina (taninos condensados) y el total de
antocianina se determinaron de acuerdo con el método de la vainillina-HCI *° y los
métodos descritos por Fuleki y Francis, respectivamente “.
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8.1.4 Separacion cromatografica

El analisis HPLC se realizd con un sistema Agilent 1200 serie LC de réapida
resolucion (Agilent Technologies, Palo Alto, CA , EE.UU.) equipado con una bomba
binaria, un muestreador automatico y un detector de red de diodos (DAD). La
separacion se lleva a cabo con una columna analitica, ZORBAX Eclipse Plus C18 150
mm x 4.6 mm, tamafio de particula de 1.8 um). La elucién en gradiente se llevd a cabo
usando dos programas diferentes Un programa de gradiente 1 se utiliza para el modo de
ionizacién negativo MS que consta de un 1% de acido férmico en acetonitrilo - agua
(90:10, v/v) (fase A ) y acetonitrilo (fase B ) a un caudal constante de 0,5 ml / min
usando el siguiente gradiente : 0-20 min, gradiente lineal de 5 % B a 20 % de B; 20-25
min, gradiente lineal desde 20 % de B a 40 % de B; 25-30 min , gradiente lineal de 40%
B a5 % de B; y 30-35 min, isocratico de 5 % de B. Posteriormente un método
cromatografico diferente (programa de gradiente 2) se utilizd para el modo de
ionizacién positivo MS. Debido a su equilibrio &cido-base, las antocianinas necesitan
un pH mas acido, por lo que el gradiente se modificd de la siguiente manera: acido
férmico - agua ( 90:10, v/v) (fase A) y acetonitrilo (fase B) en una velocidad de flujo
constante de 0.5 ml / min usando el siguiente gradiente : 0-13 min, gradiente lineal de
0% de B a 20 % de B; 13-20 min, gradiente lineal desde 20% de B a 30% de B; 20-25
min, gradiente lineal desde 30% de B a 80% de B; 25-30 min, gradiente lineal desde
80% de B a 0 % de B; y 30-35 min, isocratico de 0% de B.

La adicion de &cido férmico dio mejores resultados para la ionizacion de los
compuestos en modo positivo. EI volumen de inyeccion fue 10 pl para ambos
programas de elucion de gradiente. Los dos métodos diferentes fueron elegidos ya que
los dos proporcionaron tiempos de analisis cortos y buenas separaciones
cromatogréaficas. Datos de UV se recogieron usando DAD fijo en 280, 320, 360 y 520
nm.

8.1.5. Condiciones ESI -TOF -MS

El TOF-MS se realiz6 utilizando un microTOFTM (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemania) ortogonal con aceleracion TOF espectrometro de masas equipados con una
interfaz (ESI) de ionizacion en electrospray. Los pardmetros para el analisis se
establecen utilizando los modos de iones negativos y positivos con espectros adquiridos
en un rango de masas de 50 -1000 m/z. Los otros valores éptimos de los parametros ESI
-MS fueron: tension capilar, 4500 V; temperatura del gas seco, 190°C; flujo de gas seco,
9.0 L / min; la presién del nebulizador, 2.0 bar; y la tasa de espectros 1 Hz. El flujo
suministrado en el detector de MS de HPLC se dividi6 usando un divisor de flujo
(01:02) para lograr ionizacion por electrospray estable y obtener resultados
reproducibles. El calibrador era un cluster de formiato sddico que contiene hidroxido de
sodio 5 mM vy écido formico al 0.2 % en isopropanol - agua (01:01, v / v), se inyecta en
él al comienzo de cada serie con una bomba Cole Palmer 74900-00-05, jeringa (Vernon
Hills, IL, EE.UU.), conectado directamente a la interfaz. Todos los espectros fueron
calibrados antes en el compuesto de identificacidén. Todas las operaciones se controlaron
mediante el analizador de datos software 3.4 (Bruker Daltonik), que proporciona una
lista de posibles formulas elementales mediante el uso de la GeneraMolecularFormula
TM Editor.
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8.1. 6. Evaluacién del método

La cuantificacion se hizo de acuerdo con las curvas de calibracion lineales de los
compuestos estandar. Cuatro curvas de calibracién se prepararon usando los siguientes
estandares: miricetina, &cido p-cumérico, 7 - hidroxicumarina y procianidina A,. Los
diferentes parametros de cada compuesto estandar se resumen en la Tabla 8.1. Todas las
curvas de calibracion muestran una buena linealidad entre las diferentes concentraciones
dependiendo de los analitos en cuestion. Las curvas de calibracion revelaron buena
correlacion entre areas de los picos y las concentraciones de analito, y los coeficientes
de regresion fueron siempre superiores a 0.995. LOD siembre estuvo dentro de la gama
0.053-0.233pg/mL mientras que el limite de cuantificacion estuvo dentro de 0.175-
0.679 pg/ml. Se desarrollaron dentro del mismo dia y entre dias precisiones para
evaluar la repetibilidad/reproductibilidad del método. Se inyecté un extracto de jarabe
(n = 6) durante el mismo dia (precision intradia) durante 3 dias consecutivos (precision
entre dias, n = 18). Se determinaron las desviaciones estdndar relativas (RSD) del
tiempo de analisis y el area del pico. La repetibilidad intradia del area del pico,
expresada por el RSD, fue de 1.2 %, mientras que la repetibilidad interdia era 3.8 %. La
precision del ensayo se pudo determinar por la cercania del valor de la prueba para el
valor nominal y se evalu6 con soluciones preparadas por separado, individuales stock
primario, mezclas y soluciones de trabajo de todos los estandares.

Se calcul6 sobre el rango lineal dindmico a tres niveles de concentracion: bajo
(LC), medio (valor de concentracion intermedia de la gama de calibracion lineal), alto
(valor de la concentracion maés alta de la gama de calibracion lineal) a través de tres
ensayos por concentracion en dias diferentes. Las concentraciones de analito se
calcularon a partir de curvas de calibracion y la exactitud se calculd por la relacion de
esta concentracion calculada con respecto al tedrico.

Tabla 8.1. Método de parametros analiticos.

Analito RSD LOD LOQ Rango Ecuacién calibracion r2 Precision
(o/mL) (g/mL) calibracion
(o/mL)
Miricetina 0,23 0,063 0,175 LOQ-25 y =22.852x +21.117 0.996 98.7
A.p-cumarinico 0,31 0,204 0,679 LOQ-250 y =127.13x + 7.2384 0.999 99.2
Proantocianidina 0,36 0,152 0,287 LOQ-100 y =5.8648x + 3.8544 0.997 101.3
A2
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8.2. Definicion de la muestra

Entre los afios 2009 y 2010, se reclutan nifios atendidos en las consultas de
nefrologia y urologia infantil de nuestro Hospital con edades comprendidas entre 1 mes
y 13 afios. El area hospitalaria de referencia comprende una poblacién de 273.000
habitantes de los que al menos 35.000 tienen una edad inferior a 14 afios y son
atendidos en el servicio de pediatria. La incidencia acumulada de infeccion urinaria en
los primeros 5 afos de vida es del 5%. De estas infecciones urinarias se considera que el
25% asocian algun grado de reflujo y que al menos un 20% van a tener una segunda
infeccion urinaria en el afio siguiente. Ello supone que son diagnosticadas todos los
afios 2600 nuevas infecciones de orina, en las que se detectara algun grado de reflujo
vesicoureteral en 650 nifios y en 520 se presentara recurrencia de la infeccion urinaria.

8.3. Seleccion de la muestra y criterios de inclusion y exclusion.

Se valoran como criterios de inclusion un antecedente de infeccion urinaria
recurrente (mas de 2 episodios de infeccion en los Gltimos 6 meses) asociada 0 no a
reflujo vesicoureteral de cualquier grado o cualquier otra alteracion nefrouroldgica. La
confirmacion de infeccién urinaria se realiza por urocultivo (>100.000 UFC/ml) en una
muestra de orina recogida al acecho o con bolsa colectora de orina, previa asepsia de
meato uretral con clorhexidina o mas de 10.000 UFC/ml si la orina se obtuvo tras
sondaje. En ambos casos se valora la existencia de un sedimento de orina con mas de 20
leucocitos por campo.

Se consideran como criterios de exclusion en el estudio las siguientes
situaciones:

. Coexistencia de otras enfermedades infecciosas.

. Coexistencia de enfermedades metabolicas.

. Insuficiencia renal.

. Insuficiencia hepatica.

o Existencia de alergia o intolerancia a alguno de los componentes del
extracto de arandano o amoxicilina.

o Deseo manifiesto del responsable legal de no participar en el estudio.
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Tabla 8.2. Relacion de pacientes incluidos en el estudio.

Fecha de

Identificacion Nombre (encriptado) nacimiento Historia

1 o STNNIE o SNITHTIN 02.02.2010 760118
2 L300 0 L 19.03.2009 728756
3 L1 AL L 10.11.2004 663012
4 ST T T 19.02.2005 373934
5 LT T [T 08.02.2003 722250
6 LT QLI 11T 15.01.2006 619809
7 L¥TT] AT [T 30.11.2007 714735
8 5 AARJUNRANAR v SRNNN 02.08.2000 .
9 UL LLLLLLLLL LU 28.02.2006 625079
10 LB CLCOE SEl L 09.07.2010 763822
1 LULOLCLCL CLCLE LOLL 01.11.2007 702953
12 LYTTTTITT % T T 17.11.2008 720509
13 ST AT (T 02.09.2010 767526
14 LYITTIICCT (IO COTT 24.03.2010 755448
15 O SURRRRARIRRRARRRRAE U ARRN 25.02.2005 590662
16 LRLLLLLLL LU 19.10.2007 704684
17 LRULOLC LOLCLLE LLL 09.03.2008 701186
18 LSOO COOCE CECCLOLL 23.08.2007 733223
19 ST 77 17 ST (T 31.05.2009 746213
20 LTI ATTTTT T 23.05.2009 731396
21 ST AT XTI 07.03.2010 755232
22 T £ T T 13.07.2010 764116
23 L300 CLCLCLOLL LOLL 10.11.2001 329212
24 UL LLLL w100 1000 05.03.1999 502804
25 LR LLLLLL LU 17.10.2009 751560
26 LRLLLLLLLLL LU 05.06.2009 732794
21 ST AT 11T 12.02.2002 535246
28 LHCOCT T COCCTOC T 18.12.2000 744894
29 CHTTTT ST TTTT] £ 06.04.2006 730027
30 CHTTT [T ST 07.06.2010 761457
31 LF I I <L 12.06.2010 765579
32 o SNNRNVZNNRNER CANNNENNN 31.07.2009 740678
33 LR LLLLL LLLLL 27.12.2007 688907
34 L AL 19.06.2000 725592
35 ST T T 17.02.2009 724093
36 LY COCC L0 T 22.07.2007 671122
37 ST T s T T 07.08.2008 727745
38 CHITTITT [T (T 23.12.2008 723828
39 LRUCOCCC LOCOLL LLOLE 17.08.2009 739268
40 SO LOCCL L 18.04.2009 760020
41 LRLLLLL L LD LU 18.10.2002 527747
42 LRLLLLLL LLLL LU 05.12.2005 728924
43 QI T 70T 17.09.1997 415877
44 1010 1010 %L 17.12.2009 749095
45 SKTTTTTT @TTIT [TTTTT 01.02.2008 688849
46 ST T TITTTT 11.01.2009 722680
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Identificacion Nombre (encriptado) n';iﬁ?}?eﬂio Historia
47 seLLLLL 200 s 15.07.2001 733956
48 el LLLL < LLLLLL el LLLL £1000000 17.01.2002 730585
49 ske00010 00000 0000000 06.10.2008 722655
50 Sl 00 0 S0 17.06.2010 763104
51 KT T T 25.07.2008 .
52 ST [T (77T 13.11.2009 745221
53 X& 111 T T 21.04.2009 728639
54 X TTTT] T 100 16.10.2009 745854
55 Xex |1 0 15.07.2009 740572
56 CRITINE SHINIRTNEE o WHTN 31.10.2010 772344
7 xex 111 e 110 FLLLLLLL 06.10.2007 697159
58 e 0000 00 I 07.01.2009 719196
59 X TTTTT] TTITTT] 77T 16.08.2009 739560
60 XTI 3 TTT1 £ T 24.06.2010 762713
61 X TTT] ST T 27.01.2009 720957
62 XTI SKTITC I 06.01.2009 719104
63 Xex |11 0] <L LLLLLL 19.03.2006 723865
64 X L1 AL LU LU LU 22.05.2010 760439
65 xox |1 ALLLLL LLLLLLLL 30.09.2008 710709
66 xex |10 00000 ) 18.06.2008 715539
67 X TTT1 T TTTTTTT T 07.03.2008 693387
68 QITT [TTT 3T 11.09.2010 768121
69 AT T £ 24.05.2008 733226
70 QT Sk TTTTT (T 27.09.2008 712947
n DLLLLL L sCLLLLL 25.04.2002 512786
72 QLLLL el LLLLLL LLLLLLLL 17.01.2006 728236
73 ALLLLLU LU L 08.08.2009 765580
74 300000 00000000 000000000 19.05.2002 707306
75 ST s T R 1177 18.12.2009 758508
76 ST [T [T £ 22.06.2009 748754
77 ST T S T 24.11.2009 749800
78 LTI I 3T 17.04.2009 732657
79 A0 I 00 26.08.2007 675827
80 A0 00 T 01.03.2009 752695
81 ULLULL 200000 £LLLLLLL LLLLL 13.10.2008 714688
82 LU gL LU LU 17.01.2010 752064
83 [T ST (T 28.10.2008 718339
84 (0T CECCCE (OO 05.07.2010 763477
85 M COTTTT sl 26.07.2010 764931
86 AR RRRRR AR NRRNR 17.02.2010 752579
87 ANNEANANRARNNNANE ) SRRNIN 02.06.2004 649362
88 COLLE LLCLLE £ 10101 17.01.2007 654243
89 LU LU 13.11.2009 745220
90 LLLLLL LULL LLLLLL 21.08.2004 575804
91 OOCC COCCCC CECOD 13.09.2010 768353
92 [0 CCTCEC 3% CO0T [O 19.09.2003 593070
93 TTTTTTTT s TTTT1 3 TTTT0 09.01.2009 723684
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Tabla 8.2. Relacion de pacientes incluidos en el estudio.

|dentificacion Nombre (encriptado) Fef:h".’l de Historia
nacimiento

94 D S0 £ 19.12.2007 700581
95 QOO0 00000 #0000 19.04.2008 .
96 0000 D000 £ 00000 09.11.2002 529747
97 T ST TITTTT 06.10.2007 677880
98 T OO (T 27.12.2009 751108
99 T OOOOCOCE OO 09.09.2007 677383
100 T 0000 OO0 COCCCE 14.10.2007 678918
101 NUANE o STTRTHESANANE o SRNNAN 06.06.2008 719427
102 0 00 skl UL LU L 02.06.2009 743516
103 000 00000 CO000ee 22.06.2008 702855
104 000 0000000 LCCCCe 17.12.2009 747857
105 T T T 09.12.2008 716892
106 T TS T T 08.11.2006 644135
107 T 1T 88T 31.07.2003 600756
108 T T k0 08.03.2010 755406
109 0 ) S 13.08.2003 558951
110 RINTNESRRNRNNE o JNNNNN 17.05.2002 512287
111 0000 00000 CO00cC 08.10.2002 531963
112 T 0 LCLLL LU 23.06.2005 633683
113 TITT T 77T 04.04.2009 727194
114 T T 14.11.2008 715394
115 T I £ 00T 14.09.2008 710180
116 T T (D 10.03.2008 696665
117 J000 00000 £ 00 06.04.2007 748312
118 0000 00000000 COCCCET 16.07.2004 759405
119 L S0 31.12.2004 588004
120 Q) L s 15.11.2008 740327
121 0 000000 OO0 [T 05.08.2000 474293
122 T < TITTTT) 14.08.2006 749267
123 TITTT sk T T 10.04.2005 .
124 T ST T 12.06.2007 678295
125 0 k000 0000 09.12.2008 716888
126 T UL 000 16.03.2009 726461
127 0 OO0 O LU 03.04.2010 760994
128 00 O L 01.03.2007 704502
129 T 000000 OO 15.10.1999 439970
130 T 00 [ 23.10.2002 542049
131 T T T 11.12.2007 684759
132 T O (T 22.05.2009 731640
133 00000 000 COeC 04.02.2010 751429
134 0000 00000 COCCEE 06.11.2001 502227
135 AL L0y 04.10.2009 745920
136 0 U L 12.11.2005 765194
137 T30 00000 k000 22.07.2007 684243
138 T30 00000000 k00000000 29.08.2006 747183
139 TITT S TTTTT] R TTTTT] 10.08.2007 630643
140 T T 7T 01.08.2001 739008
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Tabla 8.2. Relacion de pacientes incluidos en el estudio.

|dentificacion Nombre (encriptado) ngifrz?eﬂio Historia

141 QLA AL e L 06.06.2006 635190
142 J00000 R0 £ L0000 (0] 09.07.2009 737861
143 10000 J00C000 CCCLC 29.09.2008 721691
144 T TTTTITTT ST 24.08.2006 686879
145 T T ST 17.02.2009 }
146 T AT T T 23.12.2008 719612
147 T AT T 05.03.2003 543459
148 10000 L0 oy 26.09.2006 645325
149 Q) AU 12.10.2009 744309
150 RENIAE o NNANE o NNANEN 19.11.2005 572978
151 QI R sl L] 16.06.2008 701757
152 TV ST (T (7T 05.11.2005 609649
153 T I (T 13.12.2009 749975
154 T ST T 02.02.2008 696442
155 T 0000 [T 30.12.2004 701389
156 ) S0 03.05.2006 550388
157 00 U L 17.05.2008 703436
158 0000 000000 oo 22.03.2006 627178
159 0000 00000000 CCCCLE 29.09.2007 759402
160 TTTTTTT ST T 08.12.2004 582788
161 TTITTTT (T < TTTTT] 20.09.2006 642819
162 TN <0010 T 20.03.2008 693590
163 T AT AT 10.11.2004 553244
164 J0000 0 00 R 27.06.2008 709804
165 0000 000000 CCCCCCeE 03.01.2010 748950
166 Y L R 27.03.2009 727454
167 0 OO0 L L 02.01.2008 726895
168 0 000 000 07.09.1999 747946
169 RENAREY RRRERRNAD 22.06.2008 716809
170 TTTT T TTTTTT 09.04.2009 727588
1 RERARE: RRARRARNNARAR 14.10.2007 679305
172 O A 06.03.2005 593006
173 I 0000 A0 19.11.2008 716798
174 Q0 g Ly 17.08.2008 707525
175 0 000 0 19.09.2008 715075
176 T T T 27.02.2007 669127
177 T £ (1T 08.11.2007 688992
178 T ST sk TTTTTTT] 30.06.2009 734656
179 T T O O 0 (T 04.06.2007 667824
180 Q0000 00000 < 31.10.2000 468505
181 00000 0000 £ 0000 29.09.2006 660829
182 QO D L 06.11.2007 680501
183 0 U L 30.06.2007 675636
184 T 0000000 (OO 16.10.2006 659390
185 I 00000000 £000] 04.10.2003 556336
186 TTTTT TTTTT ST 28.08.2008 721842
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Tabla 8.2. Relacion de pacientes incluidos en el estudio.

Identificacion Fecha de

Nombre (encriptado) nacimiento Historia
187 Q0 L L L 01.11.2008 713607
188 J00000 0000000 CCCC 22.08.2009 741004
189 000 0000 S 00000000 Dooooe 16.07.2008 730317
190 TTITTT AT T T 27.02.2008 716136
191 T T T 13.08.2003 691979
192 00 OO0C00 CECCCL 27.01.2009 721185

8.4. Calculo del tamafio muestral

Aun cuando los calculos proporcionan datos aproximados, estos son importantes
porque permiten tener una idea de cuantos sujetos deberian participar en el estudio y si
solo se dispone de un nimero fijo de estos, nos puede indicar si realmente vale la pena
emprender la investigacion dado que la poblacion a la que tenemos acceso puede ser
inferior a la recomendada para alcanzar significacion estadistica.

Un conjunto de variables deberan ser consideradas en esta estimacion **:
a) Error alfa:

Corresponde, segun la definicion usual a "la probabilidad de rechazar la
hipétesis nula cuando esta es verdadera”. El investigador debera establecer hasta qué
punto estara dispuesto a aceptar que los hallazgos de interés pudieran ser justificados
por variaciones explicables por el azar. Convencionalmente, se considera en estudios
clinicos un error alfa aceptable de 5% o menor, aunque mas precisamente inferior a 5%.
Ello significa que si bien los resultados pudieran ser explicados por el azar en 5 0 menos
de cada 100 veces que se repitiera la experiencia, se decidira interpretarlos, en tales
circunstancias, como no atribuibles al azar, es decir, "significativos”. La eleccidn de un
error alfa mas pequefio (por ejemplo 1%) proporciona mayor probabilidad que los
resultados de interés correspondan a una situacion real. Sin embargo, aumenta el riesgo
de atribuir al azar hallazgos que no debieran ser interpretados de tal modo (puesto que
solo seria "significativo™ un valor de "p" igual o menor a 0,01 (1%)).

En los célculos se emplea el valor "Z de alfa" (Za) que corresponde en la curva
normal estandarizada al nimero de desviaciones estandar que aplicadas en ambos lados
del promedio cero dejan fuera un area de 5% (correspondiente al error alfa elegido) (en
cada cola queda entonces 2,5%). Za para alfa 5% (0,05) en prueba bilateral es igual a
1,96 y para prueba unilateral es 1,64.

b) Error beta

Este error corresponde a la probabilidad de no detectar un hallazgo como
importante y atribuirlo al azar. Habitualmente se le define como "la probabilidad de no
rechazar la hipotesis nula cuando esta es falsa”. En estudios clinicos se considera
apropiado un nivel de error beta de 20%. Naturalmente, se puede utilizar un nivel
menor. Como sea, el poder del estudio, es decir la probabilidad de rechazar la hipotesis
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nula cuando es falsa, es igual a 100 menos el error beta. Esto significa que
habitualmente se trabaja con un poder de 80%.

Es importante destacar que la reduccion del error beta invariablemente va
acompafada de aumento del error alfa, para un mismo tamafio muestral. Una reduccién
de ambos errores solo es posible aumentando el tamafio de la muestra.

En los célculos se emplea el valor "Z de beta” (ZR) que corresponde al nimero
de desviaciones estdndar de la curva normal estandarizada que deja fuera,
unilateralmente, un area igual al error beta escogido, 20% si empleamos poder de 80%.
ZR en este caso es igual a 0,84 y si el error beta es 10% (0,10) el valor es 1,28.

c) Diferencia clinicamente significativa

Aqui se puede suponer una comparacion entre dos grupos en un ensayo clinico,
donde se espera poder detectar una diferencia en los resultados. Esta diferencia no es
cualquiera, sino una igual o0 mayor a cierto nivel que desde un punto de vista clinico sea
de relevancia.

Un criterio similar se utiliza para elegir detectar razon de ventaja (OR), riesgo
relativo (RR) o razon de verosimilitud (LR). Es importante tener presente que una
misma diferencia inducird a tamafios de muestra variables de acuerdo con los valores
entre los que tal diferencia se establece. Asi, 15% no opera igual si es entre 20% y 35%
0 entre 45% y 60%, por lo que no basta con plantear en qué magnitud seran diferentes
los resultados. Si no se dispone de mas informacion respecto a este asunto, la solucién
es ensayar diferentes célculos y utilizar el tamafio muestral que resulte mayor. Si la falta
de informacién no es solucionable con relativa facilidad, se puede efectuar un estudio
piloto para obtener una aproximacion. En tales circunstancias se recurriria a los
intervalos de confianza de los estadigrafos de interés para obtener tamafio minimo y
méaximo probable requerido para el estudio.

Mucho interés tiene la orientacion que se requiere al pretender verificar
"igualdad de resultados”. Esta situacion, planteada en nuestro estudio, podria
corresponder a la comparacion de un tratamiento ya aceptado con otro que tiene varias
ventajas (requiere menos dosis al dia, es menos costoso, etc.), aunque se supone que
genera resultados iguales. Si se establece "cero™ como diferencia a detectar, el tamafio
de la muestra ascenderia a infinito, por ello es necesario plantear la deteccion de la
diferencia mas grande que no sea clinicamente significativa. Asi, si se plantea que
cualquier diferencia igual o menor a 6% se considerard como sin importancia, el estudio
sera disefiado como capaz de pesquisar esta Gltima cifra. Entonces, si ambos
tratamientos aparecen como comparables (p > 0,05), se podra pensar que o son iguales o
difieren en una cuantia igual o menor que 6%, lo que ya fue declarado como sin
importancia clinica.

d) Hipotesis uni o bilateral

Un aspecto muy importante a considerar es si el tamafio de la muestra se esta
estimando para la verificacion de una hipdtesis uni o bilateral. Esto se refiere a que si al
comparar dos grupos la hipotesis es que los resultados diferiran sin poder predecir de
seguro cual grupo resulta mejor o mas favorable (bilateral, porque A puede ser mejor
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que B o viceversa), o definitivamente se postula que, especificamente, uno de los grupos
dard mejores resultados. El problema planteado corresponde a lo siguiente: si se realiza
un ensayo clinico controlado para probar un nuevo tratamiento, comparandolo con aquel
generalmente aceptado, sélo es éticamente aceptable que el investigador, aunque tenga
sus esperanzas puestas en que el nuevo tratamiento es mejor, no sabe si ello es asi y por
tanto la hipotesis debe contemplar la posibilidad que el nuevo tratamiento resulte
comparable o aun inferior al generalmente utilizado. Se entiende que si el investigador
esta razonablemente convencido que el nuevo tratamiento es mejor, simplemente no
puede someter al grupo control a una terapia que considera inferior, menos efectiva.
Esta es una de las razones por las que en el disefio de nuestro estudio se considera el
comparador con trimetoprim en lugar de placebo.

En los ensayos clinicos controlados y randomizados, la intencién mas comdn es
evaluar si un tratamiento es mejor que otra estrategia o un placebo establecido como
control. La pretension en este caso es demostrar la eventual “superioridad” de un
tratamiento respecto de otro.

Un problema cada vez mas frecuente en el disefio de ensayos clinicos es la
necesidad de comparar intervenciones no contra placebo, sino contra procedimientos o
farmacos que ya han demostrado su utilidad en ensayos previos contra placebo, 0 que en
la practica son considerados como estrategias standard de tratamiento. En algunos
casos el estudio puede mantener la hipotesis de que el nuevo tratamiento sera “superior”
al previo frente a la reduccion de eventos clinicos relevantes (internaciones, recidivas de
tumores, mortalidad) lo que permite mantener un disefio clasico. En otras circunstancias
no se esperan ventajas sobre estos puntos finales, pero algunas caracteristicas de la
nueva medicacion la hacen preferible (facilidad de la administracién, menores costos o
efectos adversos). En este caso el ensayo se orienta a demostrar que la nueva
intervencion tiene efectos “similares” o “no inferiores” sobre el evento clinico relevante,
lo que permitird luego su utilizacion clinica sobre la base de otras ventajas colaterales o
simplemente como una alternativa frente a quienes no pueden recibirlo por intolerancia
0 hipersensibilidad.

La expectativa consiste en que la nueva estrategia, aun sin ser superior, conserve
una “equivalencia clinica”. Esta propuesta guarda similitud conceptual con los ensayos
farmacoldgicos de biodisponibilidad de nuevas formas farmacéuticas o genéricos, que
deben demostrar que conservan las propiedades bioquimicas de la droga o la forma de
administracion original, es decir, son “bioequivalentes”.

El concepto de “equivalencia clinica” tiene valor conceptual, porque transmite la
idea de una similitud en la accion del farmaco. Desde el punto de vista estadistico, la
demostracion de una “equivalencia” implica que la nueva intervencion no es superior ni
inferior. La mayoria de los autores prefieren no utilizar actualmente el concepto de
equivalencia por un motivo entendible: si la nueva estrategia es superior a la previa, no
es equivalente. Y si no demuestra superioridad, nuestro Unico interés es establecer que
no sea inferior. De tal manera que cuando Sse proyecta un ensayo con una nueva
intervencion que se estima no superara a la previa, todo el disefio se aplica a demostrar
que no es inferior. Este disefno de ensayo es el denominado de “no inferioridad”.

Del anélisis de estudios previos ***%*% se parte de un riesgo de recurrencia de
infeccion urinaria del 20% durante el primer afio de vida. El presente estudio considera
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que el arandano americano es equivalente a la profilaxis de la infeccion urinaria con
trimetoprima. El limite de equivalencia se estima en £10%. El error alfa se estima en
5% y la potencia del estudio en 80%. De acuerdo con estos parametros el tamafo
muestral se estimd en 109 pacientes en cada grupo.

Para el analisis de no inferioridad se consider6 una diferencia de la prevalencia del
efecto (d) de 0.105

(18.9%-8.4%=10.5%),
SE = X

|

|Var.cranberry

| +
Y nl nl

Var.trimethoprim

SE = =0.09.

—_—
[0.174 | 0.203
|

Y 37 5B

El limite de equivalencia se estimé como £ 0.1 (10%) — gL = -0.1, 5u = 0.1;
2,=1.96.

En nuestro estudio evaluamos la no inferioridad del arandano americano sobre el
trimetoprim en la profilaxis de la infeccion urinaria recurrente. Contemplamos un
hipotesis unilateral, es decir de no inferioridad:

HI1L = Pr arandano americano — P trimethoprim > &L — HOL = PT arandano americano — PT trimethoprim < §L

Que se evidencia por el estadistico z. = _;; ; Zu= 4_zy
SE SE

8.5. Definicion de variables.

Seguidamente se describen las variables estudiadas en el presente proyecto de
Tesis doctoral.

8.5.1. Creatinina urinaria

La creatinina es una sustancia que es excretadamente por los rifiones en
individuos sanos. Constituyeuno de los productos intermediarios del metabolismo
energético muscular y es producido a una velocidad constante, de acuerdo con al masa
muscular de cada individuo, deriva concretamente de la creatina muscular. La
produccion es enddgena de creatinina es constante siempre y cuando la masa permanece
integra. Debido a que la creatinina esfiltrada por el rifién en cualquier intervalo de
tiempo es excretada en al orina, la cifra de la creatinina es equivalente a la velocidad de
filtracion glomerular (VFG). Las alteraciones de la funcion renal impiden la excrecion
maxima de creatinina por lo que aumentaré en sangre, se mide en mg/dl.
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La prueba de la depuracion de creatinina (medicion de la creatinina urinaria)
forma parte de muchas pruebas urinarias cuantitativas. Se mide al mismo tiempo otros
componentes urinarios y sirve para interpretar la excrecion global de varios
componentes urinarios. La depuracion de creatinina urinaria se mide en forma de
ml/min.

8.5.2. Urea urinaria

La urea es el producto final del metabolismo de las proteinas en los seres
humanos. Con una excrecion diaria de 20 a 35 gramos supone la mayor cantidad de
todas las sustancias eliminadas por los rifiones. Un aumento de la degradacion de
proteinas conduce a un aumento en la excrecion de urea. Se mide en gr/l. En sangre se
mide en mg/dl.

8.5.3. Glucosa urinaria

La glucosa es un azlcar simple, la principal fuente de energia utilizada por las
células del organismo. Normalmente no hay glucosa en la orina 0 se encuentra en
cantidades muy escasas (0-0.8 mmol/l o 0-15 mg/dl). Se mide en mg/dl. La presencia de
glucosa en orina se denomina glucosuria y obliga a estudio de la glucosa sanguinea y
deteccion de la causa de aumento.

8.5.4. Acido Urico urinario

Es un producto de desecho del metabolismo de nitrégeno en el cuerpo humano
(el producto de desecho principal es la urea), en concreto es el producto principal
derivado del metabolismo de las purinas (sustancias que se encuentran en gran parte de
alimentos y bebidas asi como en el organismo, siendo parte de los acidos nucleicos de
las células) y se encuentra en la orina en pequefias cantidades.La presencia de acido
urico en orina se denomina uricosuria y se mide en mg/24 horas. En sangre se denomina
uricemia y se mide en mg/dL.

8.5.5. Sodio urinario

Es el principal cation del liquido extracelular y la principal particula osmotica
fuera de la célula, es liberado en el filtrado glomerular y aproximadamente el 60% de
esta cantidad es filtrada y reabsorbida isotonicamente por el tdbulo proximal. Se
denomina natriuria y se mide en mg/24 horas o0 mEg/dia. En sangre se denomina
natremia y se mide en mEg/L. La excrecion de sodio urinario puede verse afectada por
diversas situaciones patologicas, fisiolégicas asi como determinados farmacos y
bebidas.

8.5.6. Potasio urinario

Es el principal cation intracelular, el 2% del potasio total del cuerpo es
extracelular, los rifiones excretan 80-90% del potaso ingerido. La cantidad de potasio
urinario excretado varia relativamente con la dieta (alimentos y/o medicinas),
hiperaldosteronismo, aciddsis tubular renal. Aungue la excrecion del potasio en la orina
varia con la ingesta y la concentracion se ve afectada por la ingesta de liquidos, la
determinacion del potasio en orina de 24 horas proporciona un valor mas consistente.
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Se denomina caliuria y se mide en mEg/dia. En sangre se denomina calemia y
se mide en mEq/L.

8.5.7. Cloro urinario

El cloro es una molécula cargada negativamente conocida como electrolito.
Funciona con otros electrolitos, como el potasio, el sodio y el dioxido de carbono para
ayudar a conservar elequilibrio apropiado de liquidos corporales y mantener el
equilibrioacido-basico del cuerpo. Se denomina cloruria y normalmente presenta
grandes variaciones, en relacion con la ingesta de sal, pudiendo alcanzar cifras que
oscilan entre los 5 y los 20 g en las 24 horas (80 a 200 mEq de cloro y de sodio). Se
mide en mEQ/24 horas o gr/24 horas.

8.5.8. Calcio urinario

Se denomina también calciuria y se mide en mg/ 24 horas. EvalUa la velocidad
de absorcién de calcio intestinal, resorcion por el hueso y pérdida renal.Aquellos
procesos relacionados con la hormona Paratiroidea y los niveles de Vitamina D. Los
valores son dependientes de la ingesta de calcio en la dieta.

8.5.9. Microalbuminuria

El hallazgo de albumina en orina es un fendmeno normal en todos los individuos
gue con métodos sensibles de medicidn, su valor normal es de menos de 30 mg/dia.
Valores persistentes entre 30 y 300 mg/dia seconsideran como microalbuminuria y
mayores a 300 mg/dia se consideran macroproteinuria o proteinuria clinica. La orina de
24 horas es el patron de oro para la medicion de albuminuria, pero se acepta que para
escrutinio, pueden usarse colecciones de menor tiempo 0 una muestra aislada de orina.
Por la mafiana si se va a utilizar una muestra aisalada, es mejor relacionar la
albuminuria con la creatininuria (albumina mg/mg creatinina) ya que ésta Ultima se
elimina en forma casi constante durante todo el dia.

La microalbuminuria es el hallazgo clinico mas temprano de la enfermedad
renal y es considenrado un marcador independiente de enfermedad cardiovascular.

8.5.10. Cociente albumina/creatinina

La medicion del cociente albumina-creatinina o de proteinas-creatinina en una
muestra aislada de orina ofrece una estimacion adecuada de la excrecion urinaria
de proteinas o albumina en 24 horas , dado que se compara la excrecién de
albumina en relacion a la creatinina que se excreta de una forma constante a lo
largo del dia, de este modo podemos valorar si la excrecion de albimina esta
siendo proporcionalmente mas alta a la de creatinina. Se mide en mg/g.
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8.5.11. Urocultivo y antibiograma

El urocultivo es el cultivo de una muestra de orina, que determina la
existencia o no de crecimiento bacteriano en dicha muestra, debe permitir el aislamiento
y recuento cuantitativo de unidades formadoras de colonias (UFC) bacterianas en
relacion a los mililitros de muestra.Se considerara positivo 0 no segin el mayor o menor
grado de esterilidad de la muestra cultivada que dependera del método de recoleccion.

En este proyecto de tesis doctoral se han recogido las muestras de orina
mediante bolsa colectora por lo que se considera positivo un recuento bacteriano de
>100.000 ufc/ ml.

El antibiograma es la prueba microbioldgica que se realiza para determinar la
susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de una bacteria a un grupo de antibioticos.
Las técnicas de antibiograma son las utilizadas en el laboratorio de microbiologia para
estudiar la actividad de los antimicrobianos frente a los microorganismos aislados en un
cultivo.

8.5.12. Fechas de nacimiento, fecha de reclutamiento y fecha de alta en el estudio.
8.5.13. Tipo de alimentacion.

8.5.14. Edad (meses). Se calcula la edad del paciente en el momento del reclutamiento
como la diferencia entre la fecha de reclutamiento y la fecha de nacimiento.

8.5.15. Tiempo de permanencia en el estudio (dias). Se calcula como la diferencia
entre la fecha de alta y la fecha de reclutamieno.

8.5.16. Tipo de intervencion. Define si el paciente recibe tratamiento experimental
(arandano americano) o tratamiento estandar (trimetoprim).

8.5.17. Dosis (ml). Hace referencia a la cantidad de tratamiento administrado.

8.5.18. Infeccion urinaria febril. Variable cualitativa indica si existe fiebre en el
momento de detectarse infeccién de tracto urinario por urocultivo con sedimento
patoldgico.

8.6. Recogida de datos somatométricos

La exploracion somatométrica se realizd conforme a los estandares
habitualmente recomendados y que a continuacion se resumen:

a) Peso. Se utiliz6 una bascula Atlantida calibrada antes de cada medida. El
individuo se coloca encima de la plataforma de la bascula, sin apoyarse en sitio alguno,
desprovisto de ropa, a excepcion de la ropa interior. Su valor se expresa en Kg con un
decimal.

b) Talla. La talla se obtuvo con un antropémetro de Harpenden-Holtain. En pie,
de manera que sus tobillos, nalgas y hombros estén en contacto con la pieza vertical del
aparato medidor. Los tobillos deben situarse juntos, de manera que los maleolos
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internos contacten o estén muy préximos. Las manos y los brazos deben estar relajados,
con las palmas vueltas hacia adentro. La cabeza debe situarse con el plano de Frankfurt
paralela al suelo. Se debe deslizar la tabla horizontal del tallimetro hasta tocar la cabeza
del sujeto, aplastar el pelo, realizando entonces la medicion. Su valor se recoge en cm
con un decimal.

b) indice de Masa Corporal de Quetelec (Peso/Talla?). Obtenido mediante el
cociente del valor del peso (Kg) y el valor de la talla (m) elevada al cuadrado.

8.7. Enmascaramiento de las intervenciones

El acondicionamiento de los medicamentos en investigacion se hace
individualmente para cada paciente del ensayo clinico. EI promotor comunicara
semanalmente al Servicio de Farmacia del Hospital Clinico San Cecilio de Granada los
nameros de Registro de los Cuadernillos de recogida de datos distribuidos a los Centros
colaboradores, de forma que el Servicio de Farmacia tendra conocimiento por
anticipado de cuales seran las demandas de tratamiento.

Tras detenidos estudios, realizados en gran medida por CHR Hansen
Farmaceutica, se obtiene que las propiedades organolépticas del jarabe de arandano
américano pueden igualarse tras la adiccion al jarabe de trimetoprima de los siguientes
colorantes: CC 1000 WS (Carmin) al 1.2% y CA-50.000D-WS al 1% (caramelo); esta
proporcion de carmin superaba sobradamente los limites permitidos en el RD 2001/95
de 7 Diciembre. Por lo que finalmente optamos por afiadir Gnicamente 0.1% de carmin
(concentracion permitida en dicho RD) y que confiere al jarabe un color rojo, que si
bien no es exactamente igual que el del extracto de aradndano, dado que las
intervenciones se administran en botes opacos y cada participante sélo va a recibir una
intervencion consideramos poco probable que se rompa el enmascaramiento.

8.7.1. Acondicionamiento primario del jarabe de Trimetoprima (Tediprima®)

i) Suspension de Trimetoprima a 16 mg/ml en jarabe de glucosa.
i) Agua purificada.

iii) Colorante CC-1000-WS (E-120); Lab CHR-Hansen).

iv) Envases de color caoba de plastico, 150 ml.

El jarabe de trimetoprima que contiene 16 mg/ml de trimetoprima se diluye con
agua purificada hasta alcanzar una concentracion de 8 mg/ml. Se afadird para
enmascarar el color CC-1000-WS; Lab CHR-Hansen) (E-120) a una concentracion de
0.1% (no superando las 100 ppm permitidas de carmin).

Se mezcla todo bien en el agitador mecanico (RZR 2041, Heidolph) vy
posteriormente se reenvasan en botes opacos (150 ml) con la maquina reenvasadora
semiautomatica (RepeaterTM Pum, Baxa).
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8.7.2. Acondicionamiento primario del jarabe de extracto de ardndano

i) Extracto de ardndano americano en jarabe de glucose al 3% suministrado por
Laboratorios Pharmatoka (Francia).
ii) Envases de color caoba de plastico, 150 ml (Guinama).

Reenvasado en botes de color caoba opacos de 150 ml.

8.7.3. Periodo de validez, conservacion y registro

Se efectuaran por parte del responsable del Servicio de Farmacia los registros de
los lotes con el suficiente detalle para que pueda reconstruirse adecuadamente la
secuencia de operaciones. Estos registros deben contener todas las observaciones
pertinentes que incrementen el conocimiento del producto, mejoren las operaciones de
fabricacion, y justifiquen los procedimientos utilizados y cualquier cambio realizado.

La fecha de validez de cada intervencion tras su reenvasado serd de 1 mes. Una
vez reenvasados ambas intervenciones se mantendran refrigeradas hasta su distribucion.

Los registros de fabricacion de lotes se conservardn al menos durante los
periodos especificados en la Directiva 2003/94/CE.

Las intervenciones (extracto de ardndano y trimetoprima) se suministran para 1
mes y deben conservarse refrigerados para garantizar las maximas condiciones de
estabilidad.

Se liberaran mensualmente lotes de ambas intervenciones en funcion del nimero
de pacientes que se vayan incorporando al estudio. El promotor del ensayo facilitara en
la Gltima semana de cada mes un listado de los niumeros de Registro que precisan
tratamiento en cada Hospital Asociado al estudio.

El Servicio de Farmacia del Hospital Clinico San Cecilio a través de su Jefe de
Servicio sera la encargada de la Liberacion de los Lotes, dicha evaluacion incluye:

o Verificar el registro de los lotes liberados mensualmente.

e Verificar la Fecha de etiquetado y Acondicionamiento primario.

e Se realizara un examen visual de los lotes para que exista homogeneidad
tanto en el contenido como en el etiquetado.

e Verificar la Fecha de envio y el destino al que corresponde.

e Verificacion de las condiciones de almacenamiento y transporte.

El contenido de cada una de las intervenciones y su nimero de registro se
extraeran del listado de aleatorizacién elaborado al efecto.

La documentacion de los lotes se conservara 2 afios después de la finalizacion
del ensayo y en cumplimiento de la Directiva 2003/94/CE, ademés de muestras control.

8.7.4. Andlisis de estabilidad de placebo

e Objetivo general

El objetivo general del presente estudio es determinar la estabilidad quimica del
antibiotico trimetoprima en jarabe preparado por dilucién con agua a la mitad, a partir
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de la especialidad farmacettica “Tediprima 100 mL suspension”. Se determinara la
estabilidad del antibiotico durante un periodo de cuatro meses almacenado a
temperatura ambiente y a 4 °C en frigorifico.

Este objetivo general se estd desarrollando a través de los siguientes objetivos
particulares:

e Objetivos particulares

1. Puesta a punto y caracterizacion de un metodo basado en cromatografia
liquida para la determinacion del antibiotico trimetoprima en presencia del conservante
nipagin (p-hidroxibenzoato de metilo), atendiendo a la consecucion de una adecuada
separacion del conservante nipagin, asi como a una adecuada sensiblidad y
reproducibilidad para este problema concreto.

2. Estudio de la estabilidad quimica de la trimetoprima almacenada en botellas
opacas a temperatura ambiente y a 4 °C en frigorifico durante un periodo de 4 meses.

PLAN DE TRABAJO

El plan de trabajo seguido para la consecucion de los objetivos arriba indicados,
se desarroll6 a partir de dos bloques bien diferenciados, que se indican a continuacién:

A. Desarrollo del procedimiento cromatografico para la determinacion del antibiotico
trimetoprima.

A.l. Estudio y evaluacion del procedimientos propuesto por el Laboratorio
Estedi, S.L. para la determinacion de este compuesto mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC).

A.2. Adapatacion de dicho proceso cromatografico para la determinacion de la
trimetoprima en presencia del conservante nipagin. Seleccion de las condiciones
cromatograficas y optimizacion de los parametros quimicos e instrumentales influyentes
sobre la separacion cromatografica.

A.3. Caracterizacion analitica del método cromatografico (intervalo de
linealidad, funcion de calibrado, limite de deteccion, limite de cuantificacion, exactitud,
precision, etc) y validacion del procedimiento analitico propuesto.

B. Estudio de estabilidad del antibiotico trimetroprima almacenada en botellas opacas a
temperatura ambiente y a 4 °C en frigorifico durante un periodo de 4 meses.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realiz6 en los laboratorios acondicionados para la realizacion de
experimentacion quimica e instrumentacion que el Grupo de Investigacion
Espectrometria en Fase Sdlida dispone en el Departamento de Quimica Analitica de la
Universidad de Granada, asi como en instalaciones de elaboracion de mezclas
intravenosas propias del Servicio de Farmacia del Hospital Universitario San Cecilio.
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Todos los productos quimicos usados en este estudio son de grado reactivo y el
agua empleada es de tipo 6smosis inversa (Equipo Milli-RO 12 y Milli-Q de Millipore).

Reactivos

Los estandares de referencia empleados han sido la trimetorpima y el nipagin
amablemente cedidos por Laboratorio Estedi S.L. (Barcelona). También se han utilizado
acetonitrilo y metanol calidad HPLC (Lab-Scan, Gliwice, Polonia).

Las disoluciones estandar de trimetoprima y nipagin de 250,0 mg/L fueron
preparadas en metanol. A partir de estas disoluciones y mediante dilucién también con
metanol se prepararon las disoluciones intermedias y de trabajo. Se chequed
periddicamente la estabilidad de estas disoluciones, siendo estables durante al menos un
mes guardadas en botellas opacas y refrigeradas a 4 °C.

La especialidad farmacéutica empleada en la elaboracion de las muestras que se
someten al estudio de estabilidad, es Tediprima 100 mL suspensién (Laboratorio Estedi,
S.L)

Instrumentacién empleada

Cromatdgrafo de liquidos Agilent, serie 1100 equipado con bomba cuaternaria,
desgasificador on-line, inyector automatico, compartimento de termostatacion de la
columna 'y con detector de fila de diodos (DAD). Columna cromatografica C-18 Agilent
de 5 um de tamafio de particula y dimensiones 125 x 4,6 mm. Espectrofotometro de
diodos Hewlett Packard 8453. Balanzas analiticas Mettler AE 163, con rango de pesada
0,0001-160 g y precisién 0,1 mg, y AND GR 200, con rango de pesada 0,001-210 g y
precision de 1 mg. Frigorifico Indesit. Termdmetros: Testo 175-t1 v01.02 Logger.
Campana de flujo laminar horizontal clase 100 Telstar BH-10.

Ademas, se dispone de diferente material de uso comdn en un laboratorio de
quimica analitica, asi como de material de vidrio, normal y calibrado y reactivos
quimicos diversos.

Preparacion de las muestras y almacenamiento

Para el estudio de estabilidad se prepard un volumen adecuado de jarabe por
dilucion con agua a la mitad de la especialidad farmacéutica Tediprima 100 mL
suspension. Este volumen se almaceno a temperatura ambiente y a 4 °C en frigorifico en
botellas ambar de vidrio.

Estudio de estabilidad

El estudio de estabilidad se realizé durante cuatro meses analizando el jarabe
almacenado a temperatura ambiente y a 4 °C los dias: 0, 1, 3, 5, 7, 15, 30, 45, 60, 75, 90,
105 y 120. Las condiciones de almacenamiento utilizadas fueron las siguientes: a
temperatura ambiente y protegidas de la luz ambiental, y en frigorifico a temperatura de
4° C.
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CONTROLES DE CALIDAD

En cuanto al equipo cromatografico, se ha verificado la deriva del detector, la
linealidad del inyector, asi como la reproducibilidad del inyector, encontrandose todos
los valores dentro de los niveles de tolerancia establecidos previamente.

El control de temperatura de almacenamiento se realiza con el empleo de
termometros Testo 175-t1 v01.02 Logger colocados tanto en la habitacion como en el
frigorifico donde se conservaron los analitos.

RESULTADOS
Optimizacion de las variables cromatogréaficas.

En primer lugar se procedié a la adaptacion del método propuesto por
Laboratorio Estedi S.L. para la determinacién cuantitativa del antibidtico trimetoprima
en presencia del conservante nipagin. Para ello se tuvieron que modificar, el volumen de
inyeccion, el intervalo de linealidad de la funcion de calibrado y el volumen de muestra
de jarabe a analizar. También se procedi6 a ajustar el valor de pH de la fase movil de
manera que permitiera una correcta separacion cromatografica del antibi6tico
trimetoprima del conservante nipagin.

Asi pues, las condiciones instrumentales empleadas para la determinacién de la
trimetoprima fueron:

- Volumen de inyeccion: 5 pL.

- Velocidad de flujo: 1,0 mL/min.

- Composicion fase mavil: Agua/acetonitrilo/trietilamina (175:50:0.25)
ajustada a pH 5,45 con &cido acético diluido (1/100 en agua).

- Columna: C-18, 150 x 4,6 mm diametro interno, 5 um tamafio de
particula, comuna analitica ODS (Agilent Thecnologies, USA) .

- Temperatura de la columna: 25 °C.

- Longitud de onda: 250 nm.

Determinacion de parametros caracteristicos del método

Al objeto de caracterizar los parametros analiticos del método de analisis
empleado en el estudio de estabilidad, se obtuvo la funcién de calibrado, el intervalo de
linealidad, y los limites de deteccion y cuantificacion. Debido la modificacion
introducida en el método inicialmente propuesto por Laboratorio Estedi S.L. en cuanto
al volumen de muestra de jarabe a analizar, se procedio a un nuevo estudio de su
repetibilidad (reproducibilidad para un mismo dia) y su reproducibilidad (estudiada a 5
dias).

Funcion de calibrado e intervalo de linealidad

El intervalo lineal de concentraciones es aquel en donde se cumple que la
respuesta de la sefial analitica con la concentracidn se ajusta a una funcion matematica
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lineal del tipo Y =a+DbX. Para determinar este intervalo de concentraciones se

emplearon disoluciones patron de la trimetoprima, preparadas segun el procedimiento
indicado anteriormente, conteniendo concentraciones crecientes de la misma y
replicando cuatro veces cada nivel de concentracion ensayado. De esta manera, se
pueden aplicar a los datos diversos test estadisticos para corroborar la linealidad de la
funcion de calibrado asi obtenida. ElI primer punto del intervalo de linealidad
establecido fue el limite de cuantificacion, mientras que el limite superior del intervalo
de cuantificacion se ajusto a las necesidades del problema. La Tabla 8.3 muestra el valor
del intervalo de linealidad estudiado, asi como la funcion de calibrado establecida y los
parametros estadisticos relacionados con ellas.

Tabla 8.3. Funcién de calibrado.

Parametro Trimetoprima
Intervalo de linealidad estudiado (mg/L) 15,0 — 250,0

b (pendiente) 8

S, @ 0,11

a (ordenada en el origen) 22,3

S.? 16,3

R? (%) @ 99,6
Linealidad (%) 98,6

(1) Desviacion estandar de la pendiente
(2) Desviacion estandar de la ordenada en el origen
(3) Coeficiente de correlacion en porcentaje

De los valores obtenidos en el estudio tanto de los residuos de la funcion de
calibrado asi como del test del fallo de ajuste a la linealidad, se pudo afirmar que la
respuesta de la sefial obtenida con la concentracion de la trimetoprima es lineal en el
intervalo de concentraciones estudiado, y que su comportamiento se ajusta a la funcion
que se muestra en la tabla anterior (Tabla 8.3).

Limite de deteccion

El limite de deteccion se obtuvo a partir de los datos del calibrado, y su valor es:
4,1 mg/L.

Limite de cuantificacion

De forma analoga al limite de deteccion, este se obtuvo también a partir de los
datos del calibrado: 8.2 mg/L.

Exactitud y precision del método
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Se caracterizd el método en cuanto a su exactitud y precision, dado que se
modificd el volumen de jarabe empleado para la extraccion. Esto fue por que en el
método propuesto por el Laboratorio Estedi S.L. el volumen de jarabe era de 100 mL, el
total de un preparado, lo cual permite el lavado y posterior arrastre del jarabe que queda
en las paredes del envase. En el problema objeto de estudio, la toma de 100 ml de una
muestra de jarabe diluida preparada a partir de un volumen mayor, introducia pérdidas
de dicha muestra de jarabe en las paredes del material de laboratorio empleado con tal
fin. Este hecho se traducia en bajos resultados en los estudios de recuperacion y
reproducibilidad, con valores inferiores al 90 % en el primer caso y superiores al 7 % en
el segundo caso.

Por otra parte, al tratarse de una suspension y no poder emplear todo el volumen
preparado para su posterior analisis, se optimizo el tiempo de sonicacién en bafio de
ultrasonidos para la homogenizacion de la suspensién previo a la toma de muestra. Asi,
el tiempo de sonicacion establecido ha de ser como minimo de 15 minutos, y el
volumen de muestra que se analiza de jarabe es de 10 ml. En funcion de estos 10 ml, se
adecu6 el procedimiento del tratamiento de la muestra previo a la inyeccién en el
cromatdgrafo. Este qued6 finalmente como se detalla a continuacion:

Se toma el jarabe y se somete a sonicacion durante 15 minutos. A continuacion,
se toman con pipeta 10 mL de muestra del jarabe diluido y se llevan a un matraz de 25
mL. Se pasan 10 mL de metanol por la pipeta para recoger los restos de jarabe que
quedan en las paredes y se transfieren al matraz de 25 ml. Este matraz se enrasa a 25
mL con metanol y se somete a agitacion mecanica durante 20 minutos. Se toman 25 mL
de esta disolucion y se someten a centrifugacion durante 10 minutos a 10.000 rpm. Se
toma 1 ml del sobrenadante y se llevan a un matraz de 25 mL enrasando con metanol.
De esta disolucion se toma un volumen que se filtra con filtros de 5 um de tamafio de
poro y se inyectan 5 pL en el cromatografo para su analisis.

La exactitud y la reproducibilidad se evaluaron mediante el célculo del
porcentaje de recuperacion y el coeficiente de variacion obtenido en un mismo diay a lo
largo de medidas obtenidas en 5 dias sucesivos. La concentracion del principio activo
trimotoprima ensayada en este estudio fue la misma que se emplea en el estudio de
estabilidad, 0.80 g/100 mL. Los resultados obtenidos en este estudio se exponen en la
siguiente tabla (tabla 8.4).

Tabla 8.4. Estudio de exactitud y precision del método propuesto para la determinacion de trimetoprima
en la especialidad farmacéutica Tediprima 100 ML Suspension.

Reproducibilidad

Concentracion Trimetoprima Recuperacion (C.V. %)

(g/100 mL) (%) Intra-dia Inter-dia
(n=16) (n=5)

0,800 99,97 19 31
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Puede comprobarse por los datos de la anterior tabla, que el método propuesto es
exacto y reproducible para la determinacién del principio activo trimetoprima en la
especialidad farmacéutica Tediprima 100 ML Suspensién, diluida ésta a la mitad (0.8
9/100 mL).

Estudio de estabilidad durante 120 dias (4 meses) del principio activo
trimetoprima en la especialidad farmacéutica Tediprima 100 ML suspension,
diluida esta a la mitad (0,8 g/100 mL).

Una vez comprobada la validez del método propuesto para la determinacion del
principio activo trimetoprima en la especialidad farmacéutica Tediprima 100 ML
Suspension, diluida ésta a la mitad (0.8 g/100 mL), se procedio a evaluar su estabilidad
en la citada especialidad farmacéutica durante un periodo de cuatro meses, conservado a
temperatura ambiente sin proteccion de la luz solar, y en frigorifico a 4.0 °C. Para ello,
se prepard suficiente volumen de jarabe diluido, del cual se fueron tomando alicuotas de
10 mL y se procedid a su analisis periddico, partiendo del dia cero correspondiente a su
preparacion y almacenamiento, y posteriormente se analizaron los dias 1, 3, 5, 7, 15, 30,
45, 60, 75, 90, 105 y 120 (cuatro meses). Para el céalculo de la recuperacion se empleé la
concentracion determinada el dia cero correspondiente a su preparacion.

En las tablas 8.5 y 8.6 se recogen los resultados de concentracion obtenidos y las
correspondientes recuperaciones para la estabilidad de la trimetoprima conservado
durante un cuatro meses a temperatura ambiente (tabla 8.5) y en frigorifico a 4,0 °C
(tabla 4). En las figuras 8.1 y 8.2 se muestran estos resultados graficamente.

Tabla 8.5. Estabilidad del principio activo trimetoprima conservado durante 120 dias a t* ambiente.
Dilucion a la mitad de la especialidad farmacéutica Tediprima 100 ML Suspension. Datos de
concentracion y recuperacion.

Concentracion Trimetoprima Recuperacion
Dia

(9/100 mL) (%)
0 0,7910 100,0
1 0,7488 94,7
3 0,8280 104,7
5 0,8287 104,8
7 0,7314 92,5
15 0,8168 103,5
30 0,8068 102,0
45 0,7941 100,4
60 0,6997 88,5
75 0,7858 99,3
90 0,7381 93,3
120 0,7792 98,5

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

Tabla 8.6. Estabilidad del principio activo trimetoprima conservado durante 120 dias a 4 °C en
frigorifico. Dilucién a la mitad de la especialidad farmacéutica Tediprima 100 ML
Suspensién. Datos de concentracion y recuperacion.

Concentracion Trimetoprima Recuperacion
Dia
(9/100 mL) (%)
0 0,7910 100,0
1 0,7760 98,9
3 0,7603 96,1
5 0,7821 98,9
7 0,6865 86,8
15 0,7503 94,9
30 0,7815 98,8
45 0,8284 104,7
60 0,7309 92,4
75 0,7266 91,9
90 0,7382 93,3
105 0,7752 98,0
120 0,8347 105,5
120
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Figura 8.1. Estabilidad del principio activo trimetoprima conservado durante 120 dias a t* ambiente.
Dilucién a la mitad de la especialidad farmacéutica Tediprima 100 ML Suspension.

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

120,0

100,0 <W

80,0 A

60,0 -
40,0 A

recuperacion (%)

20,0 A

0,0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

dia

Figura 8.2. Estabilidad del principio activo trimetoprima conservado durante 120 dias a 4,0 °C en
frigorifico. Dilucién a la mitad de la especialidad farmacéutica Tediprima 100 ML
Suspension.

Del andlisis de los datos y gréaficos anteriores puede concluirse que el principio
activo trimetoprima en la especialidad farmacéutica Tediprima 100 mL Suspension,
diluida ésta a la mitad (0.8 g/100 mL), es estable durante el tiempo estudiado de 120
dias (cuatro meses).

8.7.5. Analisis de bioactividad del jarabe de arandano

Se adjunta informe de bioactividad:

October 8, 2009
Activity Report on GIKACRAN Samples
Testing performed at Rutgers University in Amy Howell’s laboratory

GIKACRAN samples were tested for in vitro bacterial anti-adhesion activity on a per
weight basis. Samples were suspended (60 mg/ml) in PBS, neutralized with 1 N NaOH,
diluted serially (2-fold), and tested for bacterial anti-adhesion activity utilizing an
HRBC hemagglutination assay specific for uropathogenic P-fimbriated E. coli
according to Foo y cols. (Phytochemistry, 2000). A 30-uL drop of each dilution was
incubated with 10 uL of bacterial suspension on a 24-well polystyrene plate for 10 min
at room temperature on a rotary shaker. Freshly drawn HRBCs (Al, Rh+) were
suspended (3%) in PBS and added separately (10-uL drops) to test suspensions, which
were then incubated for 20 min on a rotary shaker at room temperature and evaluated
microscopically for the ability to prevent agglutination. The concentration at which
hemagglutination activity was suppressed by 50% was recorded as an indicator of the
strength of the bacterial anti-adhesion activity. Anti-adhesion assays were repeated three
times and the results averaged. Controls included wells containing bacteria + PBS,
HRBC + PBS, bacteria + test compound, HRBC + test compound, and bacteria +
HRBC.
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Date Sample ID Bioactivity (in vitro) Threshold (mg/mL)
12/12/2006 4-JKC-2576 0.234
2/23/2006 5-JKC-0157 0.468 - 0.937
5/21/2007 6-JKC-0747 0.468
10/3/2007 7-JKC-1917 0.468
5/27/2008 8-JK-C-3237 0.468
4/16/2008 9-JK-C-0608 0.468
8/8/2008 10-JK-C-2058 0.234
11/10/2008 11-JK-C-2958 0.234
4/2/2009 12-JK-C-0839 0.234
10/8/2009 13-JK-C-2439 0.234

The bioassay results on the GIKACRAN samples indicate that they possess potent bacterial anti-adhesion
activity against P-fimbriated uropathogenic strains of E. coli. The bioactivity threshold of 0.234-0.937
mg/mL is exceptionally high compared to other ardndano americano powders we have tested. Most
whole ardndano americano powders have a bioactivity threshold of between 3 and 30 mg/mL.

ho el

Amy Howell, Ph.D.

Research Scientist, Rutgers University

8.7.6. Autorizacion del ensayo clinico por la Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios (AEMYPS)

Es de aplicacion la siguiente normativa legal:

LEY 29/2006, de 26 de Julio, de garantias y uso racional de los medicamentos y
productos sanitarios. (BOE 178, de 27 de julio).

REAL DECRETO 223/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan los ensayos
clinicos con medicamentos

REAL DECRETO 824/2010, de 25 de junio, por el que se regulan los
laboratorios farmacéuticos, los fabricantes de principios activos de uso
farmacéutico y el comercio exterior de medicamentos y medicamentos en
investigacion. (BOE num. 165, de 8 de julio de 2010). (Modificado por la
Disposicién final primera del Real Decreto 782/2013, de 11 de octubre, sobre
distribucion de medicamentos de uso humano).

ORDEN SCO0/362/2008, de 4 de febrero. Modifica la ORDEN SC0/256/2007,
de 5 de febrero, por la que se establecen los principios y las directrices
detalladas de buena practica clinica y los requisitos para autorizar la fabricacion
o0 importacion de medicamentos en investigacion de uso humano (BOE 41, de 16
de febrero)

ORDEN SC0/256/2007, de 5 de febrero, por la que se establecen los principios
y las directrices detalladas de buena practica clinica y los requisitos para
autorizar la fabricacion o importacion de medicamentos en investigacion de uso
humano (BOE 38, de 13 de febrero).

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

La norma basica que regula los ensayos clinicos en Espafia es la La Ley
29/2006, de 26 de julio, de garantias y uso racional de los medicamentos y productos
sanitarios.
http://www.agemed.es/actividad/legislacion/espana/general.htm

En ella, el titulo I11 es especifico sobre ensayos clinicos con medicamentos. Las
tasas se establecen en el titulo X, y el capitulo 1l fija las infracciones y sanciones. La
normativa comunitaria se traspone mediante el Real Decreto 223/2004,

http://www.agemed.es/actividad/legislacion/espana/ensayos.htm de 6 de febrero,
por el que se regulan los ensayos clinicos con medicamentos, y la ORDEN
SCO/256/2007, de 5 de febrero, por la que se establecen los principios y las directrices
detalladas de buena practica clinica y los requisitos para autorizar la fabricacion o
importacion de medicamentos en investigacion de uso humano.
http://www.agemed.es/actividad/legislacion/espana/ensayos.htm

Algunos de los articulos del Real Decreto 223/2004, remiten a las “Instrucciones
para la realizacion de ensayos clinicos” o a las directrices de la Comision Europea, que
incluyen las guias detalladas sobre el formato de solicitud y documentacién referente a
las solicitudes de autorizacién de ensayos clinicos por las autoridades competentes y de
dictamen sobre ensayos clinicos con medicamentos dirigidas a un comité ético, y la guia
detallada sobre la recogida, verificacién y presentacion de las notificaciones de
reacciones adversas ocurridas en ensayos clinicos con medicamentos de uso humano.

Todas las Directivas y guias de desarrollo europeas en materia de ensayos
clinicos estan incluidas en el volumen 10:
http://ec.europa.eu/enterprise/pharmaceuticals/eudralex/homev10.htm

El promotor es la persona fisica o juridica responsable de la realizacion del
ensayo clinico en Espafia tal como establece el Real Decreto 223/2004. Por tanto, a los
efectos de la solicitud de autorizacién de ensayo clinico ante la AEMPS el promotor
debe ser Unico, y es imprescindible que conste el promotor indicado en el protocolo en
todos los documentos referentes al ensayo clinico. EI promotor puede ser uno de los
investigadores del ensayo.

Toda solicitud de autorizacién de ensayo clinico presentada a la AEMPS asi
como toda solicitud de dictamen sobre un ensayo clinico presentada a un CEIC debe
estar firmada por el promotor o por una persona o entidad autorizada por el mismo que
constara en el apartado “solicitante” del formulario de solicitud. Cuando la solicitud no
sea firmada por el promotor, se debera presentar un documento en el que el promotor
autorice a la persona o entidad correspondiente a firmar en su nombre. Quien conste en
el apartado “solicitante” del formulario de solicitud sera a todos los efectos el
interlocutor con la AEMPS o los CEICs y sera quien reciba los documentos oficiales
relacionados con el ensayo. La persona de contacto que se indique en el apartado
solicitante serd la que se contacte en relacion con posibles cuestiones a aclarar sobre el
ensayo.

Cada ensayo clinico se debera identificar mediante dos codigos invariables que
figuraran en toda la documentacion del ensayo: el cddigo de protocolo del promotor y el
namero EudraCT.

e Codigo de protocolo del promotor: Cddigo asignado por el promotor al ensayo.
Seré alfanumérico con una extension minima de 5 y maxima de 35 caracteres, en
el que no se tendran en cuenta las mayusculas. Podra incluir cualquier caracter
del alfabeto internacional, excepto espacios en blanco. No incluira la fecha o
namero de version.

e Numero EudraCT: Con el fin de proporcionar una identificacion unica para los
ensayos clinicos en los que participe al menos un centro ubicado en la
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Comunidad europea, cada ensayo debera identificarse por un numero unico - el
namero EudraCT-, que debera constar en todas las solicitudes de ensayo clinico
que se presenten en algun Estado Miembro y se utilizara como elemento para
identificar el ensayo en la documentacion correspondiente (ej. en las
notificaciones de reacciones adversas graves e inesperadas). EI nimero EudraCT
se otorgard de forma centralizada en http://eudract.emea.europa.eu/ siguiendo
los pasos indicados en el apartado 22 de este documento.

Para el ensayo clinico que nos ocupa el nimero de Eudract 2007-004397-62
8.7.7. Registro Internacional de ensayos clinicos

A finales del siglo pasado se crearon diversos registros publicos para ensayos
clinicos. Destacan algunas iniciativas: en Estados Unidos se cre6 un registro financiado
con dineros publicos (www.clinicaltrials.gov); en Europa se establecié un metarregistro
(www.controlled-trials.com) con el respaldo del Consejo de Investigacion Médica
(MRC) y del Programa de Investigacion y Desarrollo del Sistema Nacional de Salud
(NHS) del Reino Unido, y la Colaboracion Cochrane también asumié un papel pionero
con su Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL). En julio de 2004
los Institutos de Investigacién Sanitaria de Canada (Canadian Institutes of Health
Research, CIHR) pidieron que todos sus estudios se registraran en www.controlled-
trials.com y convocaron una reunion en Ottawa donde se origind la llamada Declaracién
de Ottawa, cuya primera parte, traducida al castellano, se ha incluido como primicia en
este nimero de la Revista Panamericana de Salud Publica/Pan American Journal of
Public Health (RPSP/PAJPH) *. La Declaracion, de caracter internacional, pide el
registro temprano y detallado de todos los ensayos clinicos, de las enmiendas de sus
protocolos, y de todos sus resultados. Dicha Declaracion fue instrumental, a su vez, para
el desarrollo de la Plataforma Internacional de Registro de Ensayos Clinicos (ICTRP),
que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) gestd con el aval de la Asamblea
Mundial de la Salud y que se describird en mayor detalle en parrafos subsiguientes. La
Plataforma también ha sido respaldada por una declaracion del Comité Internacional de
Directores de Revistas Médicas (ICMJE)y por la Federacion Internacional de la
Industria del Medicamento (IFPMA, por International Federation of Pharmaceutical
Manufacturers and Associations).

Las revistas biomedicas y sus directores estdn en una posicion idénea para
fomentar la transparencia y las practicas éticas en el campo de la investigacion.
Estimuladas por la Plataforma de la OMS, muchas revistas médicas han impuesto el
registro como requisito para la publicacion de estudios. El registro obligatorio se aplica
a ensayos clinicos con seres humanos, con 0 sin grupo testigo o aleatorizacion, sin
importar el tipo de intervencion realizada o la fase en que se encuentre el ensayo. Por
"intervencion” se entiende cualquier medicamento, tratamiento quirdrgico o
psiquidtrico, dispositivo o prétesis, técnica de modificacion conductual, asesoramiento u
otra medida con que se busca un resultado sanitario en particular. Por lo pronto no es
preciso registrar estudios epidemiolédgicos o ecoldgicos que evaltan retrospectivamente
0 prospectivamente los efectos sanitarios de exposiciones naturales, sin una
intervencion deliberada.
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participate in the study
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of 36 mg of proanthocyanidins. The administration is
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minutes after administration, the dose is repeated in
full.
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8.8. Dosis y administracion

Se administrara una dosis nocturna de 0.2 ml/Kg/dia méaximo 5 ml por via oral
tanto del control (Trimetoprima) como en el grupo experimental (extracto de ardndano
rojo). La administracién debe ser antes de la cena, de producirse vomito en los 30 min
siguientes a su administracion se repetira la dosis integra.

8.9. Etiquetado

Se conservara un inventario detallado de los envios realizados por los fabricantes
de los jarabes de trimetoprima (Tediprima®) y extracto de arandano antes de su
reenvasado y etiquetado, consignando fechas de recepcion, direccion de envio, lotes y
fechas de caducidad de los medicamentos.

De acuerdo al Anexo 13 de la Normativa de la AEMYPS referente a etiquetado
de medicamentos en investigacion las etiquetas recogeran informacion relativa a:

a) Nombre, direccion y teléfono del promotor, de la organizacién de investigacion por
contrato o del investigador (del principal contacto para informar sobre el producto, el
ensayo clinico y forma de actuacion ante un desenmascaramiento de urgencia);

b) Forma farmacéutica, via de administracién, nimero de unidades y, en el caso de
ensayos abiertos, nombre o identificacion del medicamento y concentracion o potencia;
c) Numero de lote y /o codigo para identificar el contenido y la operacion de
acondicionamiento;

d) Cddigo de referencia del ensayo, que permita identificar al ensayo, el centro de
ensayo, investigador y promotor si no figura en otro lugar.

e) Numero de identificacion del sujeto del ensayo/nimero de tratamiento.

f) Nombre del investigador (si no se incluye en el apartado (a) o (d)).

g) Instrucciones para el uso (se entregara por el médico que reclute al paciente para el
estudio);

h) “Exclusivamente para uso en ensayo clinico” o una advertencia similar;

i) Manténgase refrigerado.

J) Periodo de validez o fecha limite de uso (1 mes tras fecha de reenvasado).

k) “Manténgase fuera del alcance de los nifios”

Medicamento para uso exclusivo en el ensayo P1070274
Promotor: Dr. José Uberos — Fondo de Investigaciones Sanitarias. I. Salud
Carlos 111 de Madrid. Grupo CTS-190, Universidad de Granada y Servicio
Andaluz de Salud. Teléfono contacto: 958-023996

N° Registro del tratamiento: 180x — Xxx
Lote: xxx
N° identificativo del paciente: 180x — XXX
Uso exclusivo por via oral a la dosis facilitada por su
medico
Manténgase refrigerado una vez abierto. Manténgase fuera
del alcance de los nifios
Fecha de caducidad:
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8.10. Protocolo de apertura del ciego

En los casos que se requiera por trastorno grave podra revelarse la medicacién
administrada al medico que atiende el paciente. Para ello se consultara en el listado de
aleatorizacion adjunto al presente protocolo el nimero de registro de la medicacion y se
comprobara que concuerda con el numero de lote y el nombre del paciente en la ficha de
Farmacia que se almacenara en la Seccion de ensayos clinicos del Servicio de Farmacia
del Hospital Clinico (Responsable Dra. Susana Raya)

Ademaés en caso de que no exista personal en el Servicio de Farmacia se
facilitard a los investigadores unos Sobres de Aleatorizacion que iran sellados y
cerrados, para que puedan abrirlos en caso de urgencia.

8.11. Retirada de la medicacion

La Retirada de la medicacion se gestiona bajo el Protocolo de actuacion de
alertas farmacéuticas. Se daré en el caso de que exista algin defecto en la calidad y se
considere que no se cumplen todas las condiciones para que la medicacion sea de
Optimo consumo. Por tanto, en un primer momento se hara una trazabilidad de los lotes
implicados, y una vez identificados se apartaran en cuarentena de modo de que no exista
riesgo de que se puedan mezclar con el resto de medicacion.

En caso de verificarse que no se cumplen las condiciones correctas se procedera
a la Destruccién de la medicacion bajo las mismas condiciones que el resto de
medicamentos del Servicio de Farmacia. Se llevara un registro donde conste la fecha de
de destruccion, la cantidad destruida y la justificacion de dicha destruccion.

Tabla 8.3. Tabla de trabajo para la devolucién de la medicacidn.

Fecha de Fecha de
dispensacion | Paciente Medicacion Cantidad Lote Caducidad devolucion en Justificacion
farmacia
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8.12. Memoria técnica del Servicio de Farmacia
8.12.1. Personal

El servicio de farmacia cuenta con 7 farmacéuticos formados especificamente en
tareas a realizar en un servicio por la especialidad de Farmacia Hospitalaria. Ademas en
el servicio se encuentran 5 farmacéuticos residentes y 2 becarios farmacéuticos.

En el estudio trabajaran el Farmacéutico responsable del area de ensayos
clinicos, el jefe de servicio y la farmacéutica becaria de ensayos clinicos. Ademas el
personal de limpieza se encargara de la limpieza general y los auxiliares de farmacia del
material de laboratorio.

8.12.2. Locales y Equipos

Los locales son adecuados par ala elaboracién y almacenamiento de la
medicacion del ensayo clinico. El desarrollo del estudio se llevard a cabo en el
laboratorio de farmacotecnia, que es una sala dotada de material, equipos y armarios
para la elaboracion de medicamentos. Se emplearan los siguientes equipos: balanza de
precision, agitador y dispensador.

La limpieza de la sala, los equipos y los utensilios se lleva por el personal de
farmacia. EI material del laboratorio emplea agua de calidad farmacéutica.

Cuenta ademas con una sala independiente de ensayos clinicos, donde se
almacena la documentacién y la medicacion. Existe un control adecuado de temperatura
de la sala y de la nevera de la sala. Se lleva registro informatico de la temperatura de
sala y nevera. El ordenador tiene entrada controlado por usuario y contrasefia y se hacen
copias de seguridad.

8.13. Tabla de aleatorizacién

Se propone realizar aleatorizacion total de las intervenciones. En funcion de la
poblacion atendida por cada uno de los Centros hospitalarios de la provincia se asignan
2/3 de los reclutamientos a los hospitales de tercer nivel (Hospital Clinico San Cecilio
(codigo 1801) y Hospital Virgen de las Nieves (codigo 1802)) y 1/3 a los hospitales
comarcales (Hospital de Baza (codigo 1803) y H. de Motril (codigo 1804). Se utiliza la
macro para SPSS editada por JM. Domenech, A. Bonillo & R. Granero (IRNDPB
V2005.03.07 (c) que aleatoriza blogues permutados de 5 sujetos. EI nUmero de sujetos
correspondientes y las Tablas de aleatorizacion se muestran a continuacion, estaran en
posesion exclusiva del Servicio de Farmacia hospitalaria.
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Hospital Clinico San Cecilio
NuUmero de sujetos: 218

44 Bloques permutados de 5 sujetos

1801001 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801002 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801003 H CLINICO ARANDANOS
1801004 H CLINICO ARANDANOS
1801005 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801006 H CLINICO ARANDANOS
1801007 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801008 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801009 H CLINICO ARANDANOS
1801010 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801011 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801012 H CLINICO ARANDANOS
1801013 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801014 H CLINICO ARANDANOS
1801015 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801016 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801017 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801018 H CLINICO ARANDANOS
1801019 H CLINICO ARANDANOS
1801020 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801021 H CLINICO ARANDANOS
1801022 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801023 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801024 H CLINICO ARANDANOS
1801025 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801026 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801027 H CLINICO ARANDANOS
1801028 H CLINICO TRIMETOPRIMA
1801029 H CLINICO ARANDANOS
1801030 H CLINICO TRIMETOPRIMA
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8.14. Formato de Prescripcidn de los investigadores

Se realizara a través de una Hoja de Dispensacién de la medicacion que el
investigador debera rellenar para cada paciente en concreto. Seguidamente se reproduce
el modelo utilizado “para este fin por los investigadores.

Cadigo de protocolo: PI070274
Version 2
Dr. José Uberos Revisado:08/06/2014 Pagina 150 de 280

SERVICIO DE FARMACIA
ENSAYOS CLINICOS

PRESCRIPCION DE MEDICAMENTOS EN ENSAYOS CLINICOS

Fecha......................

NOMDIE A1 @NSAY 0. ..\ttt ettt e e et et et et et et et et et et e e e aerenneneennns
NOProtocolo.....oovviiiiiiiiiiiiiiiiaan PromMOtOr. . oo e
Nombre paciente:........oovveeriiieiiiiiieiieeeieennanens. Nescre.: covvvvnvinennnnn. Neran:...............
Investigador:........covvviiiii SerVICIO . vt

NUmero medicacién Medicamento | Dosis Duracion N° de Lote Fecha

tto envases caducidad

Firma investigador Firma farmacéutico
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8.15. Formato de inventario de los envios que se realizaran a los investigadores

INVENTARIO DE LOS ENVIOS

SERVICIO DE FARMACIA
ENSAYOS CLINICOS

Fecha Fabricado por Fecha envio Destino
Fabricacion

(nombre)

Lote

NUmeros
Registro

8.16. Sistema de quejas y reclamaciones

Se van a analizar conjuntamente las conclusiones de toda la investigacion
realizada sobre una reclamacion relacionada con la calidad del producto. Esta
responsabilidad corresponde al Dr. José Uberos y a los responsables del ensayo clinico,
que deberdn evaluar cualquier efecto potencial sobre el ensayo, el desarrollo del

producto y los sujetos del ensayo

Para dicha tarea se facilitara una Hoja de Quejas y Reclamaciones que sera

archivada junto al resto de documentacion del ensayo.

Hoja de Quejas y Reclamaciones

PERSONAS FISICAS:
Nombre y Apellidos:

D.N.I:

Domicilio: Poblacion :
Provincia : C.P:
Teléfono:

En caso de representacion:
Nombre y Apellidos de la persona representada:

El representante lo hace en calidad de:
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PERSONAS JURIDICAS:

Razon social:

C.ILF: Domicilio:

Poblacién : Provincia : C.P:
Teléfono: Datos del registro publico de la entidad:

Datos de la persona que presenta la queja o reclamacion:
Nombre y Apellidos:
D.N.I: Actua en calidad de:

IDENTIFICACION DEL DEPARTAMENTO U OFICINA A LA QUE SE REFIERE LA QUEJA:
Nombre de la sociedad: Departamento:

QUEJA O RECLAMACION:
Describa los hechos y motivos de la queja o reclamacion que presenta ante el Servicio de Atencion al
Cliente:

PETICION QUE REALIZA:
Describa la peticion que realiza en relacidn a los hechos anteriormente descritos:

Por la presente declaro no tener conocimiento de que la materia objeto de la queja o reclamacién esta
siendo sustanciada a través de un procedimiento administrativo, arbitral o judicial.

Acepto expresamente la inclusién de los datos proporcionados en este formulario, asi como los derivados
de la propia tramitacion de mi expediente, en el fichero automatizado de datos de caréacter personal cuyo
titular es Cevs Gestion de Redes, S.L situada en la calle Lopez de Hoyos 190 de Madrid con cddigo postal
28002. La inclusion de mis datos en dicho fichero tendrd como Unica finalidad tramitar mi queja o
reclamacion ante la Compafiia o Correduria de Seguros segin lo dispuesto en la Orden Ministerial
Eco/734/2004, en todo momento podré ejercitar mi derecho de acceso, rectificacion o cancelacion de
datos y oposicion, siempre que resultase pertinente, asi como el de revocacién del consentimiento para la
cesion de mis datos o para cualquiera de los usos antes sefialados.

En cumplimiento de la legislacion vigente, se me ha informado en caso de que mi queja o reclamacion
llegase al Comisionado para la Defensa del Asegurado y del Participe en Planes de Pensiones, Cevs
Gestidn de Redes S:l esta obligada legalmente a informar de los datos (incluidos los personales) a esta
figura de la Direccién General de Seguros y Fondos de Pensiones para que pueda tramitar mi expediente.

En a de de 2.01__

Firma del reclamante:
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PROTOCOLO N’ PEDIATRIA P1070274

Nombre del investigador: Dr. xxx

Tesis doctoral

10. Orden de destruccion de la medicacion
11. Anélisis de Quejas y reclamaciones

FECHA | NOMBRE | INICIALES | FUNCION | RESPONSABIL FIRMA
IDADES

1,2,5,8,10,11
2,4,5,6,7,8,9
3,4,6,7,8,9
3,6,7,8,9

1. Visita Clinicay exploracion del enfermo

2. Recogiday analisis de datos

3. Elaboracion y Etiquetado de los lotes

4. Liberacion de los lotes

5. Pedido de nuevos lotes

6. Dispensacion y Custodia de la medicacion

7. Registro de entrada y salida de la medicacion

8. Apertura del ciego

9. Retirada de la medicacion

8.18. Solicitud de envio de nuevos lotes de medicacion

D.

......................... , como promotor del ensayo clinico con cddigo de

protocolo P1070274 . Andlisis aleatorizado y doble ciego sobre la utilidad del extracto
de aréndano rojo vs profilaxis antibidtica con Trimetoprima en la infeccidon urinaria
recurrente infantil.”

SOLICITA
Al Jefe de Servicio de Farmacia del Hospital Clinico San Cecilio de Granada la

liberacion y el envio de los lotes n°
del Hospital

fin de poder dar continuidad al estudio antes citado.

Granada a

al Servicio de Farmacia
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8.19. Método clinico, seguimiento de pacientes

8.19.1. Disefio global del estudio

La incidencia acumulada de infeccidn urinaria en los primeros 5 afios de vida es
del 5%. De estas infecciones urinarias se considera que el 25% asocian algun grado de
reflujo y que al menos un 20% van a tener una segunda infeccion urinaria en el afio
siguiente. La poblacion de nifios de 0-5 afios en la provincia de Granada era de 52000
en 2005. Sobre esta poblacion se realizard nuestro estudio. Ello supone que son
diagnosticadas todos los afios 2600 nuevas infecciones de orina, en las que se detectara
algan grado de reflujo vésicoureteral en 650 nifios y en 520 se presentara recurrencia de
la infeccién urinaria. Segun protocolo de actuacion en la infeccion urinaria
recomendado por la AEP en nifios con una primera infeccion de orina confirmada por
urocultivo se debe realizar una ecografia renal y de vias urinarias y todos aquellos
pacientes con hallazgos patoldgicos en la misma deben ser remitidos a una consulta de
nefrologia/urologia pediatrica para completar estudio, incluyéndose entre las
exploraciones complementarias recomendadas la realizacion de una cistourografia
miccional seriada (CUMS). Presuponemos un reclutamiento de al menos el 50% de los
casos diagnosticados en nuestra Area, porcentaje motivado fundamentalmente por la
dispersion de algunos municipios (Alpujarras y Area Norte de la Provincia) y el dificil
acceso a los Centros Hospitalarios.

8.19.2. Periodo de preinclusion o lavado, seguimiento, etc

Una vez incluido el paciente en el estudio, firmado el consentimiento informado
y asignada la intervencion, se procederd a determinar la recurrencia de infeccion
urinaria mediante un programa de revisiones periodicas cada 2 meses o a demanda del
paciente cuando la sintomatologia asi lo demande. Se le dara al paciente la instruccion
de realizar un cultivo de orina ante la presencia de fiebre, sintomas urinarios, vomitos o
pérdida de peso; cultivo que deberd realizar antes de iniciar cualquier tratamiento
antibidtico. Con este objeto se le facilitaran al paciente las peticiones de analitica
pertinentes y las instrucciones para la realizacion del mismo; asi mismo se le facilitara
al paciente (padres/tutor) un teléfono de contacto para solicitar instrucciones
complementarias si fuesen precisas. En el cuaderno de recogida de datos, se registran
los datos relativos al nimero de la intervencion asignada, los datos clinicos y analiticos
de cada una de las revisiones programadas del paciente y los resultados periddicos de
los cultivos de orina que se iran realizando. La efectividad de una intervencion se valora
en funcion del tiempo de permanencia en el estudio sin recurrencia de la infeccion de
orina. Para ello se registra el momento en que se produce la infeccion de orina que
motiva la salida del paciente del estudio. En cumplimiento de los objetivos secundarios
planteados en el ensayo se debe registrar el resultado del urocultivo positivo que ha
motivado la salida del paciente del estudio y las resistencias del microorganismo aislado
a los antibioticos.

8.19.3. Criterios diagnosticos

Una vez seleccionado un paciente (segun los criterios de inclusion del punto anterior)
que cumpla los criterios de inclusion anteriormente descritos se cumplimentara el Registro
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inicial del Cuaderno de recogida de datos y se le comunicara al Coordinador del estudio su
inclusion en el ensayo, quien procedera a asignarle un nimero de Registro. Las siguientes
referencias realizadas sobre este paciente, asi como sus incidencias relativas a recidivas
infecciosas, bajas voluntarias en el estudio o finalizacion del mismo se haran con este nimero
de identificacion asignado. El investigador que incluya al paciente en el ensayo le entregara a
los padres del paciente una cartulina con el numero de identificacion, esta cartulina debera
presentarla en el Servicio de Farmacia hospitalaria para retirar el tratamiento asignado que no
deberd llevar etiquetas identificativas de la intervencion asignada.

8.19.4. Criterios de retirada

Cualquier paciente podra solicitar salir del estudio de forma voluntaria,
considerandose en ese caso como casos censurados. La efectividad de una intervencion
se valora en funcion del tiempo de permanencia en el estudio sin recurrencia de la
infeccion de orina. Para ello se registra el momento en que se produce la infeccion de
orina que motiva la salida del paciente del estudio. En cumplimiento de los objetivos
secundarios planteados en el ensayo se debe registrar el resultado del urocultivo
positivo que ha motivado la salida del paciente del estudio y las resistencias del
microorganismo aislado a los antibidticos.

8.19.5. Duracion aproximada del periodo de reclutamiento

La duracion del periodo de reclutamiento sera de 1 afio, con 1 afio de
seguimiento maximo.

8.19.6. Desarrollo del ensayo

La posibilidad de obtener falsos positivos o negativos en los urocultivos de
control del paciente, hace que nos planteemos la ocurrencia de un sesgo de informacion.
Existe posibilidad de obtener un urocultivo negativo en pacientes que realmente tienen
una infeccion urinaria si han recibido de forma previa a la recogida de la muestra de
orina tratamiento antibiotico. Por ello, se insistira en la necesidad de recoger un
urocultivo ante cualquier proceso febril antes de iniciar cualquier tratamiento antibiotico
prescrito. En los casos donde se constate la recogida de la muestra de orina después del
inicio del tratamiento antibiético y que se observe un sedimento de orina muy
patoldgico con leucocituria marcada, bacteriuria y nitritos positivos con clinica
sugerente de infeccion de vias urinarias se considerard finalizado el periodo de
seguimiento valorando el proceso como infeccidbn de orina sin confirmacién
bacterioldgica.

Ademas se pueden obtener urocultivos positivos por mala técnica en la recogida
de orina y contaminacion de la orina. En estos casos se valorara igualmente el
sedimento de orina valorandose los urocultivos como contaminados si no se acompafian
de la constatacion de leucocituria en el sedimento de orina.

El sesgo de informacién se pretende evitar ademas con las técnicas de
depuracion de los datos, el uso de bases de datos informaticas con sistemas de
limitacidn en la entrada de datos erréneos (fechas).

La metodologia de seleccion de los pacientes y la imposibilidad de seleccionar
todos las infecciones urinarias reclutables durante el periodo de estudio por razones
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sobre todo geograficas hace que nos planteemos la posibilidad de ocurrencia de un
sesgo de seleccion. Para intentar controlarlo, durante el periodo de estudio se contactara
mensualmente con los pediatras del Area sanitaria recabando informacion sobre
infecciones de orina diagnosticadas y que no se hallan podido incluir en el estudio. Los
aspectos que se consideraran seran los relativos a edad, sexo, peso y talla y municipio
de residencia que se registrardn en una base de datos de “infecciones de orina no
reclutadas”.

El seguimiento de pacientes lo realizara el investigador colaborador que ha realizado el
reclutamiento. El investigador principal serd el encargado de recibir y ordenar toda la
documentacion facilitada por los investigadores colaboradores y facilitar esta documentacion a
un colaborador ajeno al estudio para introduccion en la base de datos como paso previo para la
fase de analisis.

8.20. Garantia de confidencialidad

El monitor y los investigadores que colaboren en el estudio tendran acceso a los
datos de los pacientes, disponibles en el cuaderno de recogida de datos. El investigador
principal garantizara la confidencialidad de cualquier informacion acerca de los sujetos
del ensayo.

8.21. Responsabilidades de todos los participantes en el ensayo

Las responsabilidades del promotor, monitor e investigadores, seran las que se
desarrollaron en los articulos 35, 36, 37 repesctivamente, del Real Decreto 223/2004 por
el que se establecen los requisitos para la realizacion de ensayos clinicos con
medicamentos.

8.21.1. Condiciones de archivo de datos, su manejo y procesamiento, correcciones...

El promotor serd responsable del archivo de la documentacion del ensayo
incluyendo: protocolo, procedimientos normalizados de trabajo, informes, manual del
investigador, carpeta de recogida de datos e informe final, el cual deberd conservar
hasta 15 afios después de haberse agotado el plazo de validez del medicamento. Se
asegurara la confidencialidad de los datos y documentos contenidos en el archivo y se
documentara cualquier cambio que se produzca en la posesion de los datos. Todos los
documentos y los datos se pondran a disposicion de las autoridades competentes si estas
lo solicitan.

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

8.21.2. Identificacion de muestras para investigacion clinica y responsables de su
suministro y conservacion

Todas las muestras del farmaco estaran etiquetados tal y como marca el Real
Decreto. El servicio de Farmacia del Hospital Clinico Universitario de Granada sera
responsable de su conservacion, preparacion y suministro en caso de que el disefio del
ensayo asi lo especifique y en funcion del nimero de aleatorizacion del paciente en caso
de existir aleatorizacion.

8.22. Condiciones de publicacion

La publicacion de los resultados del ensayo se realizara en revistas cientificas
indexadas, mencionando los CEIC y haciendo constar la fuente de financiacién que ha
permitido la realizacion de estudio. En todo momento se mantendra el anonimato de los
sujetos participantes.

8.23. Seguridad

El arandano se ha mostrado seguro en los diverosos ensayos clinicos publicados
, tambien entre la poblacion pediatrica *®*’, mostrando una tasa de efectos adversos
similar a placebo.

45;46

8.23.1. Acontecimientos adversos
Informacion minima
Acontecimientos adversos (AA)

La informacion sobre todos los AA, tanto si son comunicados voluntariamente
por el paciente, descubiertos por el investigador, como resultado de un cuestionario
general, o detectados en examenes fisicos, en tests de laboratorio o en otros tests, se
recogera y se registrard en el cuaderno de recogida de datos, y se controlaran
adecuadamente. Un AA es cualquier signo, sintoma o estado clinico indeseable que
tenga lugar después del inicio de la medicacién del estudio (o terapia), incluso aunque
se considere que no esta relacionado con el tratamiento del estudio (o terapia). La
medicacion del estudio (o terapia) incluye el farmaco (o terapia) en estudio y cualquier
farmaco de referencia o placebo (o terapia) administrado durante cualquier fase del
ensayo.

Las enfermedades/condiciones médicas que estuvieran presentes antes de iniciar
la medicacion en estudio, solo se consideraran AA si empeoran despues de iniciado el
tratamiento del estudio (cualquier procedimiento especificado en el protocolo). Los AA
(pero no los acontecimientos adversos graves) que ocurran antes de iniciar la
medicacion en estudio, pero después de firmar el consentimiento informado, se
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registraran en el cuaderno de recogida de datos. Los valores de laboratorio o resultados
de tests anormales solo se consideraran AA si causan signos o sintomas clinicos, se
consideran clinicamente significativos o requieren tratamiento, y se registraran en el
cuaderno de recogida de datos utilizando los signos, sintomas o diagndsiticos asociados
con ellos.

En la medida de lo posible, cada AA también se describira en funcion de:
1.- Su duracién (fecha de inicio y de finalizacion)

2.- Su grado de gravedad (leve, moderado, grave, muy grave)

3.- Su relacion con la medicaciéon en estudio (sospechada/no sospechada)
4.- La(s) accion(es) tomadas v, si es relevante, el resultado

Instrucciones para completar los cuadernos de recogida de datos en el apartado de
AA

Cada AA ha de ser registrado en el cuaderno de recogida de datos
proporcionado. Para mas detalles, remitase al cuaderno de recogida de datos.

Acontecimientos adversos graves (AAG)

La informacion sobre todos los AAG se recogera y se registrara en el formulario
de AAG. Un AAG se define como un signo, sintoma o condicion médica indeseable
que:

1.- Es mortal o0 amenaza la vida del paciente.

2.- Requiere o prolonga la hospitalizacion.

3.- Causa incapacidad/discapacidad permanente o significativa.

4.- Causa anomalia congénita o un defecto de nacimiento.

5.- Es clinicamente significativo, puede poner en peligro al paciente y puede
requerir intervencion quirurgica o medica para evitar una de las consecuencias listadas

anteriormente.

Los acontecimientos que no se consideraran que son AAG son las
hospitalizaciones para:

e Tratamiento o monitorizacion de rutina de la indicacion estudiada, no asociada
con ningun deterioro de la enfermedad.

e Tratamiento electivo o planificado previamente, para una condicion preexistente
que no estéa relacionada con la indicacion en estudio y que no empeoro.
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e Ingreso en un hospital on en otro centro de asistencia sanitaria, no asociado con
ningun deterioro de la concidion.

e Tratamiento en una urgencia, en base ambulatoria, para un acontecimiento que
no cumple ninguna de las definiciones de grave, descritas anteriormente, y no
causa el ingreso en el hospital.

Deberan notificarse todas las reacciones adversas graves e inesperadas (RAGI)
asociadas a medicamentos en investigacion que hayan ocurrido en el ensayo tanto en
Espafia como en otros paises tanto si el medicamento en investigacion esta autorizado
en la UE como si no lo estd. Ademas, cuando el medicamento en investigacion que se
utiliza en el ensayo no esté autorizado en ningun pais de la UE el promotor debera
notificar también aquellas RAGI de las que tenga conocimiento que ocurran fuera del
ensayo (i.e. en otros ensayos clinicos realizados con el medicamento en investigacion,
notificacion espontanea si el medicamento estd autorizado en un tercer pais, uso
compasivo, etc.). El plazo maximo de notificacion es de 15 dias naturales desde que el
promotor tiene conocimiento de la sospechas de RAGI y de 7 dias, si la RAGI ha
ocasionado la muerte o puesto en peligro la vida del sujeto.

8.23.2. Procedimientos para la notificacion rapida de AAG

Cada AAG debe ser notificado por el investigador al CIEC y AEMPS si se
considera que estad relacionado con la medicacion en estudio puede requerirse
urgentemente mas informacién al investigador para la notificacion a las autoridades
sanitarias.

Los AA clasificados como graves deben cumplir las exigencias legales. Al
producirse un AAG, segun la definicidn anterior, el investigador, ademas de efectuar el
apropiado registro en la pagina correspondiente del CRD, deberd notificarlo
inmediatamente a las autoridades sanitarias y al CIEC todos los efectos adversos que
sean a la vez graves, inesperados y posiblemente relacionados con los tratamientos en
estudio.

Asimismo el promotor deberd comunicar cualquier AAG posiblemente
relacionado con los tratamientos en estudio, a los respectivos propietarios de la
autorizacion de comercializacion de los farmacos utilizados en el ensayo.

Se aceptara la notificacion en espafiol o en inglés y se podra utilizar el
formulario CIOMS 1. Las notificaciones habran de enviarse en soporte digital
(http://www.agemed.es/aplicaciones/home.htm ), o cuando esto no sea viable en papel,
por correo postal o bien ser entregadas personalmente en la Unidad de Registro y Tasas
de la AEMPS (Parque Empresarial Las Mercedes Edificio 8, C/ Campezo 1 - 28022
Madrid) dirigidas a:

a) Cuando se trate de sospechas de reacciones adversas que ocurran con
medicamentos no autorizados en Espafia 0 con medicamentos autorizados en Espafia
que se utilicen en indicaciones no autorizadas, la notificacion se dirigira al Area de
Ensayos clinicos de la Subdireccion General de Medicamentos de Uso Humano. Las
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notificaciones se acompafaran de la carta de acompafiamiento indicada en el anexo A4
0 A5 segun corresponda.

b) Cuando se trate de sospechas de reacciones adversas que ocurran con
medicamentos autorizados en Espafia que se utilicen en las indicaciones autorizadas, la
unidad de destino sera la Division de Farmacoepidemiologia y Farmacovigilancia de la
Subdireccién General de Medicamentos de Uso Humano. Las notificaciones se
acompafiaran de la carta de acompafiamiento A4.

8.24. Declaracion de Helsinki de la asociacion medica mundial: Principios éticos

para las investigaciones médicas en seres humanos

Adoptada por la
18% Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio 1964
y enmendada por la

292 Asamblea Médica Mundial, Tokio, Japén, octubre 1975

352 Asamblea Médica Mundial, Venecia, Italia, octubre 1983

412 Asamblea Médica Mundial, Hong Kong, septiembre 1989
48?2 Asamblea General Somerset West, Sudéfrica, octubre 1996

522 Asamblea General, Edimburgo, Escocia, octubre 2000
Nota de Clarificacion, agregada por la Asamblea General de la AMM, Washington 2002
Nota de Clarificacion, agregada por la Asamblea General de la AMM, Tokio 2004
592 Asamblea General, Seul, Corea, octubre 2008

642 Asamblea General, Fortaleza, Brasil, octubre 2013

8.24.1. Introduccidn

1. La Asociacion Médica Mundial (AMM) ha promulgado la Declaracion de
Helsinki como una propuesta de principios éticos para investigacion médica en seres
humanos, incluida la investigacion del material humano y de informacion identificables.

La Declaracion debe ser considerada como un todo y un parrafo debe ser
aplicado con consideracion de todos los otros parrafos pertinentes.

2. Conforme al mandato de la AMM, la Declaracion esta destinada principalmente
a los médicos. La AMM insta a otros involucrados en la investigacién médica en seres
humanos a adoptar estos principios.
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8.24.2. Principios generales

3. La Declaracion de Ginebra de la Asociacion Médica Mundial vincula al médico
con la formula "velar solicitamente y ante todo por la salud de mi paciente”, y el Codigo
Internacional de Etica Médica afirma que: "EI médico debe considerar lo mejor para el
paciente cuando preste atencion médica”.

4. El deber del médico es promover y velar por la salud, bienestar y derechos de los
pacientes, incluidos los que participan en investigacién médica. Los conocimientos y la
conciencia del médico han de subordinarse al cumplimiento de ese deber.

5. El progreso de la medicina se basa en la investigacion que, en ultimo término,
debe incluir estudios en seres humanos.

6. El proposito principal de la investigacion médica en seres humanos es
comprender las causas, evolucion y efectos de las enfermedades y mejorar las
intervenciones preventivas, diagnosticas y terapéuticas (meétodos, procedimientos y
tratamientos). Incluso, las mejores intervenciones probadas deben ser evaluadas
continuamente a través de la investigacion para que sean seguras, eficaces, efectivas,
accesibles y de calidad.

7. La investigacion médica esta sujeta a normas éticas que sirven para promover y
asegurar el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos
individuales.

8. Aunque el objetivo principal de la investigacion médica es generar nuevos
conocimientos, este objetivo nunca debe tener primacia sobre los derechos y los
intereses de la persona que participa en la investigacion.

9. En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la salud, la
dignidad, la integridad, el derecho a la autodeterminacion, la intimidad y la
confidencialidad de la informacién personal de las personas que participan en
investigacion. La responsabilidad de la proteccion de las personas que toman parte en
la investigacion debe recaer siempre en un médico u otro profesional de la salud y
nunca en los participantes en la investigacién, aunque hayan otorgado su
consentimiento.

10. Los médicos deben considerar las normas y estandares éticos, legales y juridicos
para la investigacion en seres humanos en sus propios paises, al igual que las normas y
estandares internacionales vigentes. No se debe permitir que un requisito ético, legal o
juridico nacional o internacional disminuya o elimine cualquiera medida de proteccion
para las personas que participan en la investigacion establecida en esta Declaracion.

11. La investigacion médica debe realizarse de manera que reduzca al minimo el
posible dafio al medio ambiente.

12. La investigacion médica en seres humanos debe ser llevada a cabo s6lo por
personas con la educacion, formacion y calificaciones cientificas y éticas apropiadas. La
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investigacion en pacientes o voluntarios sanos necesita la supervision de un medico u
otro profesional de la salud competente y calificada apropiadamente.

13. Los grupos que estan subrepresentados en la investigacion médica deben tener
un acceso apropiado a la participacion en la investigacion.

14. El médico que combina la investigacion médica con la atencion médica debe
involucrar a sus pacientes en la investigacion sélo en la medida en que esto acredite un
justificado valor potencial preventivo, diagndstico o terapéutico y si el médico tiene
buenas razones para creer que la participacion en el estudio no afectara de manera
adversa la salud de los pacientes que toman parte en la investigacion.

15. Se debe asegurar compensacion y tratamiento apropiados para las personas que
son dafiadas durante su participacion en la investigacion.

8.24.3. Riesgos, Costos y Beneficios

16. En la practica de la medicina y de la investigacion médica, la mayoria de las
intervenciones implican algunos riesgos y costos.

La investigacion médica en seres humanos sélo debe realizarse cuando la
importancia de su objetivo es mayor que el riesgo y los costos para la persona que
participa en la investigacion.

17. Toda investigacion médica en seres humanos debe ser precedido de una
cuidadosa comparacion de los riesgos y los costos para las personas y los grupos que
participan en la investigacion, en comparacion con los beneficios previsibles para ellos
y para otras personas o grupos afectados por la enfermedad que se investiga.

Se deben implementar medidas para reducir al minimo los riesgos. Los riesgos
deben ser monitoreados, evaluados y documentados continuamente por el investigador.

18. Los médicos no deben involucrarse en estudios de investigacion en seres
humanos a menos de que estén seguros de que los riesgos han sido adecuadamente
evaluados y de que es posible hacerles frente de manera satisfactoria.

Cuando los riesgos que implican son mas importantes que los beneficios

esperados o si existen pruebas concluyentes de resultados definitivos, los médicos
deben evaluar si contintan, modifican o suspenden inmediatamente el estudio.

8.24.4. Grupos y personas vulnerables

19. Algunos grupos y personas sometidas a la investigacion son particularmente
vulnerables y pueden tener mas posibilidades de sufrir abusos o dafio adicional.

Todos los grupos y personas vulnerables deben recibir proteccion especifica.
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20. La investigacion medica en un grupo vulnerable solo se justifica si la
investigacion responde a las necesidades o prioridades de salud de este grupo y la
investigacion no puede realizarse en un grupo no vulnerable. Ademas, este grupo podra
beneficiarse de los conocimientos, practicas o intervenciones derivadas de la
investigacion.

8.24.6. Requisitos cientificos y protocolos de investigacion

21. La investigacion médica en seres humanos debe conformarse con los principios
cientificos generalmente aceptados y debe apoyarse en un profundo conocimiento de la
bibliografia cientifica, en otras fuentes de informacion pertinentes, asi como en
experimentos de laboratorio correctamente realizados y en animales, cuando sea
oportuno. Se debe cuidar también del bienestar de los animales utilizados en los
experimentos.

22. El proyecto y el método de todo estudio en seres humanos deben describirse
claramente y ser justificados en un protocolo de investigacion.

El protocolo debe hacer referencia siempre a las consideraciones éticas que
fueran del caso y debe indicar como se han considerado los principios enunciados en
esta Declaracion. El protocolo debe incluir informacién sobre financiamiento,
patrocinadores, afiliaciones institucionales, posibles conflictos de interés e incentivos
para las personas del estudio y la informacion sobre las estipulaciones para tratar o
compensar a las personas que han sufrido dafios como consecuencia de su participacion
en la investigacion.

En los ensayos clinicos, el protocolo también debe describir los arreglos
apropiados para las estipulaciones después del ensayo.

8.24.7. Comités de etica de investigacion

23. El protocolo de la investigacion debe enviarse, para consideracion, comentario,
consejo y aprobacion al comité de ética de investigacion pertinente antes de comenzar el
estudio. Este comité debe ser transparente en su funcionamiento, debe ser independiente
del investigador, del patrocinador o de cualquier otro tipo de influencia indebida y debe
estar debidamente calificado. ElI comité debe considerar las leyes y reglamentos
vigentes en el pais donde se realiza la investigacién, como también las normas
internacionales vigentes, pero no se debe permitir que éstas disminuyan o eliminen
ninguna de las protecciones para las personas que participan en la investigacion
establecidas en esta Declaracion.

El comité tiene el derecho de controlar los ensayos en curso. El investigador
tiene la obligacidn de proporcionar informacion del control al comité, en especial sobre
todo incidente adverso grave. No se debe hacer ninguna enmienda en el protocolo sin la
consideracién y aprobacién del comité. Después que termine el estudio, los
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investigadores deben presentar un informe final al comité con un resumen de los
resultados y conclusiones del estudio.

8.24.8. Privacidad y confidencialidad

24. Deben tomarse toda clase de precauciones para resguardar la intimidad de la
persona que participa en la investigacion y la confidencialidad de su informacién
personal.

8.24.9. Consentimiento informado

25. La participacion de personas capaces de dar su consentimiento informado en la
investigacion médica debe ser voluntaria. Aunque puede ser apropiado consultar a
familiares o lideres de la comunidad, ninguna persona capaz de dar su consentimiento
informado debe ser incluida en un estudio, a menos que ella acepte libremente.

26. En la investigacion médica en seres humanos capaces de dar su consentimiento
informado, cada individuo potencial debe recibir informacion adecuada acerca de los
objetivos, métodos, fuentes de financiamiento, posibles conflictos de intereses,
afiliaciones institucionales del investigador, beneficios calculados, riesgos previsibles e
incomodidades derivadas del experimento, estipulaciones post estudio y todo otro
aspecto pertinente de la investigacion. La persona potencial debe ser informada del
derecho de participar 0 no en la investigacion y de retirar su consentimiento en
cualquier momento, sin exponerse a represalias. Se debe prestar especial atencién a las
necesidades especificas de informacion de cada individuo potencial, como también a los
metodos utilizados para entregar la informacion.

Después de asegurarse de que el individuo ha comprendido la informacion, el
médico u otra persona calificada apropiadamente debe pedir entonces, preferiblemente
por escrito, el consentimiento informado y voluntario de la persona. Si el
consentimiento no se puede otorgar por escrito, el proceso para lograrlo debe ser
documentado y atestiguado formalmente.

Todas las personas que participan en la investigacion médica deben tener la
opcion de ser informadas sobre los resultados generales del estudio.

27. Al pedir el consentimiento informado para la participacién en la investigacion, el
médico debe poner especial cuidado cuando el individuo potencial esta vinculado con él
por una relacion de dependencia o si consiente bajo presion. En una situacion asi, el
consentimiento informado debe ser pedido por una persona calificada adecuadamente y
gue nada tenga que ver con aquella relacion.

28. Cuando el individuo potencial sea incapaz de dar su consentimiento informado,
el médico debe pedir el consentimiento informado del representante legal. Estas
personas no deben ser incluidas en la investigacion que no tenga posibilidades de
beneficio para ellas, a menos que ésta tenga como objetivo promover la salud del grupo
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representado por el individuo potencial y esta investigacion no puede realizarse en
personas capaces de dar su consentimiento informado y la investigacion implica solo un
riesgo y costo minimos.

29. Si un individuo potencial que participa en la investigacion considerado incapaz
de dar su consentimiento informado es capaz de dar su asentimiento a participar o no en
la investigacion, el médico debe pedirlo, ademas del consentimiento del representante
legal. El desacuerdo del individuo potencial debe ser respetado.

30. La investigacion en individuos que no son capaces fisica 0 mentalmente de
otorgar consentimiento, por ejemplo los pacientes inconscientes, se puede realizar sélo
si la condicion fisica/mental que impide otorgar el consentimiento informado es una
caracteristica necesaria del grupo investigado. En estas circunstancias, el médico debe
pedir el consentimiento informado al representante legal. Si dicho representante no esta
disponible y si no se puede retrasar la investigacion, el estudio puede llevarse a cabo sin
consentimiento informado, siempre que las razones especificas para incluir a individuos
con una enfermedad que no les permite otorgar consentimiento informado hayan sido
estipuladas en el protocolo de la investigacion y el estudio haya sido aprobado por un
comité de ética de investigacion. El consentimiento para mantenerse en la investigacion
debe obtenerse a la brevedad posible del individuo o de un representante legal.

31. El médico debe informar cabalmente al paciente los aspectos de la atencién que
tienen relacion con la investigacion. La negativa del paciente a participar en una
investigacion o su decision de retirarse nunca debe afectar de manera adversa la relacion
médico-paciente.

32. Para la investigacion médica en que se utilice material o datos humanos
identificables, como la investigacion sobre material o datos contenidos en biobancos o
depdsitos similares, el médico debe pedir el consentimiento informado para la
recoleccion, almacenamiento y reutilizacion. Podré haber situaciones excepcionales en
las que sera imposible o impracticable obtener el consentimiento para dicha
investigacion. En esta situacion, la investigacion sélo puede ser realizada después de ser
considerada y aprobada por un comité de ética de investigacion.

8.24.10. Uso del placebo

33. Los posibles beneficios, riesgos, costos y eficacia de toda intervencién nueva
deben ser evaluados mediante su comparacién con las mejores intervenciones probadas,
excepto en las siguientes circunstancias:

Cuando no existe una intervencion probada, el uso de un placebo, o ninguna
intervencion, es aceptable; o cuando por razones metodoldgicas cientificamente
solidas y convincentes, sea necesario para determinar la eficacia y la seguridad de una
intervencion el uso de cualquier intervencién menos eficaz que la mejor probada, el uso
de un placebo o ninguna intervencion.
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Los pacientes que reciben cualquier intervencion menos eficaz que la mejor
probada, el placebo o ninguna intervencion, no correrdn riesgos adicionales de dafio
grave o irreversible como consecuencia de no recibir la mejor intervencién probada.

Se debe tener muchisimo cuidado para evitar abusar de esta opcion.

8.24.11. Estipulaciones post ensayo

34.  Antes del ensayo clinico, los auspiciadores, investigadores y los gobiernos de los
paises anfitriones deben prever el acceso post ensayo a todos los participantes que
todavia necesitan una intervencion que ha sido identificada como beneficiosa en el
ensayo. Esta informacién también se debe proporcionar a los participantes durante el
proceso del consentimiento informado.

8.24.12. Inscripcion y publicacion de la investigacion y difusion de resultados

35. Todo estudio de investigacion con seres humanos debe ser inscrito en una base
de datos disponible al publico antes de aceptar a la primera persona.

36. Los investigadores, autores, auspiciadores, directores y editores todos tienen
obligaciones éticas con respecto a la publicacién y difusion de los resultados de su
investigacion. Los investigadores tienen el deber de tener a la disposicion del pablico
los resultados de su investigacion en seres humanos y son responsables de la integridad
y exactitud de sus informes. Todas las partes deben aceptar las normas éticas de entrega
de informacion. Se deben publicar tanto los resultados negativos e inconclusos como los
positivos o de lo contrario deben estar a la disposicion del pablico. En la publicacion se
debe citar la fuente de financiamiento, afiliaciones institucionales y conflictos de
intereses. Los informes sobre investigaciones que no se cifian a los principios descritos
en esta Declaracion no deben ser aceptados para su publicacion.

8.24.13. Intervenciones no probadas en la practica clinica

37. Cuando en la atencion de un enfermo las intervenciones probadas no existen u
otras intervenciones conocidas han resultado ineficaces, el médico, después de pedir
consejo de experto, con el consentimiento informado del paciente o de un representante
legal autorizado, puede permitirse usar intervenciones no comprobadas, si, a su juicio,
ello da alguna esperanza de salvar la vida, restituir la salud o aliviar el sufrimiento.
Tales intervenciones deben ser investigadas posteriormente a fin de evaluar su
seguridad y eficacia. En todos los casos, esa informacion nueva debe ser registrada vy,
cuando sea oportuno, puesta a disposicion del publico.

8.25. Seguro de responsabilidad civil
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N° POLIZA: !

Distinguido Cliente:

Adjunto le acompafamos la documentacidn contractual de la Péliza de Seguros que
tuveo la deferencia de contratar con Mapfre Empresas, agradeciéndol confianza
que deposita en nuestra Entidad.

Le rogamos verifique los datos que figuran en las Condicio

huevas coberturas, no
la Oficina Mapfre mas
oras de Atencidén al Cliente

Si precisa alguna informacidn complementaria o ¢
dude en dirigirse a su Mediador de Seguros habi
préxima o, s$i lo prefiere, a nuestro servicio 4
802365242, donde gustosamente le atenderemo

Atentamente,

Direccidn Regional

rescindible que nos remita debidamente firmada, en todas
la i copia del contrato que indica “Devolver firmado”. Para su
comodidad lesproporcionamos un sobre con frangueo gratuito.
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() MAPFRE | EMPRESAS

TRATAMIENTO DE DATOS DE CARACTER PERSONAL

El tomador del seguro autoriza el tratamiento de los datos personales suministrados
voluntariamente a través del presente documento y la actualizacidn de los mismos para:

2 El cumplimiento del propio contrato de seguro.

3 La realizacién de estudios estadisticos.

® Remitirle informacidn, incluso por via electrdénica, sobre productos y servicios de
MAPFRE EMPRESAS, Cia. Seguros S.A. y de las distintas entidades del Sistema MAPFRE.

* Realizar andlisis de siniestralidad.

* La prevencidn del fraude en la seleccidn del riesgo y en la gestidn de siniestros.

* La gestidn de otras solicitudes o contratos de de cualgquiera de las
distintas entidades del Sistema MAPFRE.

* Remitirle informacidn sobre sistemas de segurida

Asimisme, acepta que sus datos puedan ser cedidos, vamente para las finalidades
indicadas anteriormente, a otras entidades del S$j APFRE asi como a otras personas
fisicas o juridicas con las que las distintas, ent el Sistema concluyan acuerdos de
colaboracién, todo ello tanto si se formalizaseé..Q en su caso, una
vez extinguida la relacidén contractual existent :
espafiola sobre proteccidon de datos de carz;,.cté
comunicada cada primera cesidn que se efectuie

El fichero creado estd bajo la
Yy Reaseguros, S.A.

, con domicilio en Avda 2 5 DRID), quien asume la adopcidn de las
g para proteger la confidencialidad e

de diciembre,
ante quien el
oposicién y
comunicacio

de X r er Personal y demds legislacién aplicable y
sus derechos de acceso, rectificacidn,
cardcter personal suministrados, mediante

refieran a personas fisicas distintas del tomador,
facilitar los mismos, informarles de los extremos
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MAPFRE | EMPRESAS
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0221809707700772950003

CONDICIONES PARTICULARES

DEIL SEGURO DE

RESPONSABILIDAD CIVIL

PROFESIONAL

Péliza n°: « - uya vigencia se acuérda dg§de el
20/07/2007 hasta el 1¥/07/2008 con duraciéni temporal-
anual. ; 3

Mediante la firma del presente contrato el TOMADOR DEJ, SEGU.
* Reconoce expresamente que, con anterioridad a 1 elebracién de este contrato, la
aseguradora le ha facilitado la informacidn referente a la legislacidén aplicable al mismo
y las diferentes instancias de reclamacidn.
* Acepta expresamente las cldusulas limitativas ide los derechos del Asegurado, que se
resaltan en letra negrita en las Condig 5. Especiales anexas, las cuales reconoce
recibir en este acto, asi como las Condici s Generales del contrato (ME-097/01-06.) del
Seguro de Responsabilidad civil profesi ?

* Autoriza la utilizacidn de sus datos “dncluidos en el presente documento, al efecto de
remitirle informacion sobre produ s y servicios ofrecidos por las distintas entidades
del SISTEMA MAPFRE, a través dk w: Servicio de Atencidn al Cliente (C/ Bdrbara de
Braganza, 14 28004 Madrid). SEL MADOR DEL SEGURO se reserva el derecho de conocer,
rectificar e incluso cance,
momento. ’

ado por el art.60.1 de la Ley 30/1995 de 8 de Noviembre, de
Ordenacidn y Superv; “los Seguros Privados, se hace constar que el Asegurador tiene
su domicilio en siendo el érgano de control de la actividad la Direccidn General
de Seguros y Fehdos ‘des*Pensiones del Ministerio de Economia.

En cumplimiento de 1o

# En Malaga, a 20 de julio de 2007.
Fdo.:E1 Tomadoy, qe,l" Seguro. Fdo.: MAPFRE EMPRESAS, Cia. Seguros S.A.

Fe
DIRECTOR GENERAL

CLAVES DE LA ENTIDAD: ' "/ 0000000// / /

El tomador del seguro conoce y acepta expresamente las clausulas limitativas de los
derechos del asegurado destacadas de forma especial en letra negrita.
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(i Madrid f

) MBPFRE | EMPRESAS

DOMICILIO SOCIAL: Avda. General Pexdn, 40
28020 MADRID CONDICIONES PARTICULARES

T1fno.: 902365242  Fax:915815318
SEGURO DE

RESPONSABILIDAD CIVIL PROFESIONAL

TOMADOR DEL SEGURO

Tomador: s NIF : 999999
Domicilio: te

Caracter con el que actia: Tomador y Asegurado

8 T © 000

DATOS DE LA POLIZA N°

Vigencia : Efecto: 0 horas del 20-07-2007 Vencimiento: 24 horas del 19-07-2008
Duracién: temporal-anual

Importe total del seguro (incluidos impuestos legales sin aplicar recargo por
fraccionamiento de pago):27.638 euros.

Esta péliza carece de validez si no va acompafiada del recibo de en

Euros, n° 00000001 que se emite por separado.

Plan de pagos de la péliza N.: 0970770077295

Datos de los recibos

Facturar a: 1 o
Fecha cobro Prima neta Impuestos Consorcio
Legales
20/07/07 26.000 1.638

En Malaga, a 20 de julio de 2007.

Fdo.:El1 Tomador del Seguro. Fdo.: MAPFRE EMPRESAS, Cia. Seguros S.A.

DIRECTOR GENERAL

El tomador del seguro conoce y acepta expresamente las clausulas limitativas de los
derechos del asegurado destacadas de forma especial en letra negrita.
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: (2) MBPFRE | EMPRESAS

POLIZA N°: °° ll N. SPTO.: 000 “EFECTO: 20/07/2007

TOMADOR DEL SEGURO: * =

I. DATOS DEL RIESGO
Riesgo: Unico
DESCRIPCION DEL RIESGO

ANALISIS ALEATORIZADO Y DOBLE CIEGO SOBRE LA UTILIDAD DEL EXTRACTO DE ARANDANO ROJO VS
PROFILAXIS ANTIBIOTICA CON AMOXICILINA EN LA INFECCION URINARIA RECURRENTE INFANTIL.

II. SUMAS ASEGURADAS Y COBERTURAS (cifras expresadas en euros).

-  MAXIMO DE INDEMNIZACION POR SINIESTRO: 2.500.000

MAXIMO DE INDEMNIZACION POR SINIESTRO: Cantidad mdxima que, en cua . se verd
obligado a indemnizar el Asegurador por cada siniestro ampara e sea cual
fuese el numero de coberturas afectadas y el numero de victima

=~  LIMITE POR ANUALIDAD O PERIODO DE SEGURO: 2.500.000

LIMITE POR ANUALIDAD: La cantidad mdxima a cargo  del
seguro, con independencia de que sea consumida en un . var;
periodo de seguro el comprendido entre la fecha de e £
las Condiciones Particulares o en el periodo anual
primas.

segurador por cada periodo de
s siniestros, entendiendo por
: de vencimiento, expresadas en
stablecido en el ultimo recibo de

Lo anterior con independencia de los limites y sublimites que especificamente se puedan
establecer para las coberturas que a continuacién se indican.

rezga con la leyenda NO CONTRATADA, el Tomador /
dé cobertura y garantia por la presente péliza.

En los casos en que cualquier cobertura:;a
Asegurado asume plenamente la total caren

Limite de indemnizacidén de 250.000 Eurps por sujeto sometido a ensayo clinico; en caso de gque
la indemnizacién se fije como xrenta anual constante o creciente, el limite de la cobertura
del seguro serd de al menos 2 @..euros anuales por cada sujero sometido al ensayo clinico.

COBERTURAS UMA ASEGURADA/SUBLIMITES

COBERTURA BASICA CONTRATADA

R.C. ACCIDENIES NO CONTRATADA

R.C.PRODUCTO. NO CONTRATADA

III. FRANQUICIAS
- Sin franquicia especifica

Iv. CALCULO DE PRIMAS Y BASES DE APLICACION
BASE DE CALCULO VOLUMEN TASA PRIMA NETA
UNIDADES RIESGO 1 26000 U 26.000

PRIMA NETA MINIMA Y DE DEPOSITO: 26.000 Euros

El tomador del seguro conoce y acepta expresamente las clausulas limitativas de los
derechos del asegurado destacadas de forma especial en letra negrita.
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(0) MAPEFRE | EMPRESAS

POLIZA N°: C " N. SPTO.: 000 ]] EFECTO: 20/07/2007

TOMADOR DEL SEGURO: *

V. CLAUSULAS APLICABLES.

Son de aplicacidén las Condiciones Especiales adjuntas en las cuales queda definida la
extensién de las coberturas de la presente péliza.

V. OBSERVACIONES.

OBJETO DEL SEGURO: LA PRESENTE POLIZA GARANTIZA AL ASEGURADO, DENTRO DE LOS LIMITES
ECONOMICOS SUSCRITOS, EL PAGO DE LAS INDEMNIZACIONES PECUNIARIAS DE QUE PUDIERA RESULTAR
CIVILMENTE RESPONSABLE POR LOS DANOS CAUSADOS A PACIENTES SOMETIDOS A ENSAYO EN EL EJERCICIO
DE LAS ACTIVIDADES DERIVADAS DEL ENSAYO DESCRITO ANTERIORMENTE.

TENDRAN LA CONSIDERACION DE ASEGURADOS A EFECTOS DE LA PRESENTE POLIZA:
- EL PROMOTOR DEL ENSAYO
- LOS INVESTIGADORES INTERVINIENTES EN EL ENSAYO.

En Malaga, a julio de 2007.

Fdo.:E1 Tomador del Seguro. Fdo.: MAPFRE EMPRESAS, Cia

DIRECTOR GENERAL

El tomador del seguro conoce y acepta expresamente las clausulas limitativas de los
derechos del asegurado destacadas de forma especial en letra negrita.
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“ SEGURO DE RESPONSABILIDAD CIVIL PROFESIONAL [l CLAUSULA RC582 "
POLIZA N°: s wi H N. SPTO.: 000 R EFECTO: 20/07/2007
TOMADOR DEL SEGURO: } = &

CONDICIONES ESPECIALES

ENSAYO CLINICO

PREAMBULO

El presente contrato se rige por lo dispuesto en la Ley 50/1980, de 8 de Octubre, de
Contrato de Seguro, y por lo convenido en estas Condiciones Especiales y en las
Particulares de la pdliza, sin que tengan validez las cldusulas limitativas de los
derechos del Asegurado que éste no haya aceptado especificamente por escrito.

Si el contenido de la pdéliza difiere de la proposicién de seguro o de las cldusulas
acordadas, el Tomador del seguro podrd reclamar a la entidad Aseguradora en el plazo de un
mes a contar desde la entrega de la pdliza para que se subsane la divergencia existente.
Transcurrido dicho plaze sin efectuar la reclamacidn, se estard a lo {dispuesto en la
poliza.

I DEFINICIONES

1.1 ASEGURADO: Persona titular del interés expuesto al rie a quien corresponden
en su caso los derechos derivados del contrato. El Asegurado podrd asumir las
obligaciones y deberes del Tomador del seguro. ¢

1.2 TERCERO: Cualquier persona fisica o juridica: dl_ lnfa de:

1. El Tomador del Seguro, el Asegurado:o, e.‘i; cdusante del siniestro.

2. Los familiares que convivan con las personas enunciadas en el apartado
anterior. L

35 Los socios y directivos del :ffom. r y del Asegurado.

q. Los asalariados del TomadoX. y Asegurado asi como los trabajadores de los

#consideracion de asalariados si sean
normativa legal.

mismos que no teniend
considerados como tales.

1.3. DARNOS:

S6lo serdn indemnizables por esta péliza los dafios:

enfermedades o fallecimiento sufrido por personas

dano, deterioro o destruccién de una cosa, asi como el dario
ysionado a animales.

a pérdida econdmica consecuencia directa de los darios corporales
“ o0 materiales sufridos por el reclamante de dicha pérdida.

1.4 SINIES] Todo hecho de que pueda resultar legalmente responsable el Asegurado,
sienpre que sea objeto de este contrato de seguro y ponga en juego las garantias
de la pdéliza de conformidad a los términos y condiciones pactados.

1.5 UNIDAD DE SINIESTRO: Se considerard como un sélo y unico siniestro la sucesidn
de hechos o circunstancias que se deriven de un mismo origen o igual causa, con
independencia del nimero de perjudicados y reclamaciones formuladas. Se
considerard como fecha del siniestro la del momento de consumacidén del evento
danoso.

El tomador del seguro conoce y acepta expresamente las clausulas limitativas de los
derechos del asegurado destacadas de forma especial en letra negrita.

EL TOMADOR:
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1.6 MAXIMO DE INDEMNIZACION POR SINIESTRO: Cantidad mdxima que, en cualquier caso,
se verd obligado a indemnizar el Asegurador por cada siniestro amparado por la
pdliza, sea cual fuese el numero de coberturas afectadas y el numero de victimas
o perjudicados.

1.7 SUBLIMITES: Cantidades indicadas en las Condiciones Particulares que representan
los limites mdximos asumidos por el Asegurador para cada una de las garantias
especificadas en dichas condiciones, a tal efecto se entenderd como sublimite
por victima la cantidad médxima indemnizable por la pdliza por cada persona
fisica afectada por lesiones, enfermedad e incluso la muerte, sin perjuicio del
limite mdximo por siniestro definido en Condiciones Particulares como suma
asegurada.

1.8 LIMITE POR ANUALIDAD: La cantidad mdxima a cargo del Asegurador por cada periodo
de seguro, con independencia de que sea consumida en uno o varios siniestros,
entendiendo por periodo de seguro el comprendido entre la fecha de efecto y de
vencimiento, expresadas en las Condiciones Particulares o en el periodo anual
establecido en el uGltimo recibo de primas.

1.9 FRANQUICIA: La cantidad o procedimiento para su deduccidn establecido en las
Condiciones Particulares de esta pdliza, que no serd de cuenta del Asegurador
por ser asumida directamente por el Asegurado o por otro seguro distinto.

Por tanto, el Asegurador sélo indemnizard los siniestros hasta el limite de la
suma asegurada en exceso de las cantidades resultantes como franguicias.

con arreglo a
hecho dafoso
io de la accidn
al Asegurador de
esponsabilidades.

1.10 RECLAMACION: El requerimiento judicial o extrajudicial fo
derecho contra el Asegurado como presunto responsabl
amparado por la pdliza, o contra el Asegurador, en el
directa, por tal motivo. Asi como la comunicacidn del Age
cualquier hecho o circunstancia de la que pudieran deri

2; OBJETO DEL SEGURO

El Seguro cubre la Responsabilidad Civil Legal del Pomador del seguro y/o Asegurados
que se derive de la realizacidn del ensayo, clinico, descrito en las Condicicnes
Particulares, por los dafios causados en l1a.” (lesidn ¢ muerte) de la persona
sujeta a la experimentacién, asi como por los perjuicios econdmicos que se deriven
directamente de aquellos, siempre y° o¢tando los dafos sean consecuencia del
tratamiento con los medicamentos ncias empleadas en la experimentacidn
autorizada o de las medidas terapéuti ‘diagnésticas adoptadas para la realizacidn
del ensayo. 3 =

3. ALCANCE DEL SEGURO

3.1 Esta cobertura se, extiende exclusivamente a la Responsabilidad Civil legal

derivada del ensa clinico, identificado en las Condiciones Particulares, gque
ecldmaciones que pudieran formularse al asegurado en base al
Ley 25/1890 de 20 de Diciembre, del Medicamento que prescribe
obligatoria de la correspondiente cobertura de seguro y el RD
sobre requisitos para la realizacién de ensayos clinicos que

articulo 62 &
la contrata;

onsabilidad civil cubierta por la pdliza, fuera exigida al asegurado.

4. UNIDAD DE SINIESTRO

4.1 A los efectos de la presente pdliza se conceptua como siniestro la reclamacidn o
reclamaciones formuladas al asegurado o al Asegurador en ejercicio de la accidn
directa conforme a los términos recogidos en el punto 5.-Delimitacidn Temporal
de la cobertura.

4.2 Se entenderd por reclamacidn:

El tomador del seguro conoce y acepta expresamente las clausulas limitativas de los
derechos del asegurado destacadas de forma especial en letra negrita.

EL TOMADOR:
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a) Un procedimiento judicial o administrativo.

b) Un requerimiento formal y por escrito dirigido al Asegurado o Asegurador
en ejercicio de las acciones legales que correspondan.

c) La comunicacién al Asegurador de cualquier hecho o circunstancia concreta
conocida por primera vez por el Asegurado y notificada fehacientemente que
pueda razonablemente determinar la ulterior formulacidn de una peticidn de
resarcimiento o hacer entrar en juego las garantias de la péliza.

d) La constatacidén de cualquier clase de "acontecimiento adverso”, tal y como
se define este término en las disposiciones vigentes en la materia.

4.3 Se considerard como un solo y unico siniestro:

a) El conjunto de reclamaciones que directa o indirectamente se produjeran en
el curso de un mismo ensayo clinico, con independencia del nimero de
afectados.

b) Todas las reclamaciones que tengan su origen en una misma causa comin,
producte, sustancia, ingrediente o medicamento concreto sujeto a un mismo
protocolo, ya se trate de un primer ensayo o de un ensayoc c¢linico
posterior.

4,4 Se considerard como fecha del siniestro, la del momento de la primera
reclamacidn, cualquiera que sea previa en el tiempo, en los términos contempla-
dos en el punto 4.2.

4.5 Todas las reclamaciones derivadas de un mismo siniestro se r
fecha expresada en el punto anterior, a los efectos de la
momento del siniestro. ?

ideracion del

5 DELIMITACION TEMPORAL DE LA COBERTURA

La cobertura del seguro sélo ampara las reclamaciopes
derivados del ensayo clinico cubierte, siempre que
el periodo de realizacidn de aquel, o como mdximo
ellas, de manera fehacliente y por escrito, dentro
finalizacidn del ensayo clinico.

an formuladas por dafios
s se formulasen durante
Segurador tenga constancia de
los dos affos siguientes a la

A

6. DELIMITACION GEOGRAFICA DE LA COBERTURA

La cobertura del seguro sélo ampara:, Ia, Responsabilidad Civil Legal que se derive de
los ensayos clinicos realizados en 3

7 OBLIGACIONES DEL TOMADOR D

SEGURO" Y ASEGURADOS

7.1 E1 Tomador del
modificacién del.p.

segurd o Asegurados, comunicardn al Asegurador cualquier
,tog;olo de ensayo.

7.2 El Tomador del isequro o las personas que tienen consideracidn de asegurados
diatamente la suspensidn del ensayo clinico en caso de que ésta
la autoridad competente, asi como su reanudacidén. La forma de
de esta obligacidn consistird en el envio inmediato al Asegurado de
resolucidn administrativa de suspensién o la de su levantamiento
segun proceda.

tigador principal del ensayc o en su defecto el Promotor del mismo en
calidad de Asegurado y Tomador del seguro, respectivamente, notificard
inmediatamente al Asegurador cualquier reaccidn adversa grave o inesperada que
se observe en el sentido del articulo 65.8 de la Ley 25/1990, de 20 de
Diciembre, del medicamento y las disposiciones complementarias de la misma.

7.4 El1 incumplimiento de las obligaciones anteriormente descritas tendrd las
consecuencias legales que se establecen en los articules: 11, 12 y 17 de la Ley
50/1980 de 8 de Octubre, de Contrato de Seguro, segin proceda.

El tomador del seguro conoce y acepta expresamente las clausulas limitativas de los
derechos del asegurado destacadas de forma especial en letra negrita.

EL TOMADOR:
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8.~ EXCLUSIONES

En ningin caso quedan cubiertos por el Asegurador:

8.

8.

1

[T

10

Los dafios y perjuicios ocasionados por aquellos ensayos clinicos:

a) No autorizados previa y expresamente por el Ministerio de Sanidad y
Consumo o que incumplan manifiestamente las condiciones de su
autorizacidn.

b) Para los que no se dispone de la experimentacidn preclinica suficiente que
garantice que los riesgos que implica en la persona son admisibles.

c) Realizados sin el consentimiento previo y libremente expresado del sujeto
de la experimentacién, cuandoe no se hayan cumplido las prescripciones
legales en esta materia en especial el Articulo 12.5 y 12.6 del Real
Decreto 561/93, de 16 de Abril, sobre requisitos para la realizacidn de
ensayos clinicos.

d) Que infrinjan en su realizacidn los postulados éticos que afectan a la
investigacion sobre seres humanos, contenidas en la declaracidén de
Helsinki o aquellas otras sucesivas que actualicen dichos postulados.

Los gastos en que incurra el Comité Etico.

Dafios que no estén en relacidn causal con el ensayo, aunque es
temporalmente durante la realizacidén del mismo (p
alimentarias en el hospital, lesiones, etc.).

intoxicaciones

Reclamaciones procedentes del sujeto del ensayo basades “én el producto no

alcance los fines curativos previstos.

Reclamaciones derivadas de dafios causados gdirectg ¢+ indirectamente por el
denominado VHI asi como las variaciones, modi 1 s o mutacicnes del mismo,
en relacidén con la adquisicidén o transmisign 1 ndrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) o cualquier enfermedad sim aunque se denomine de diferente
forma, o bien por error de diagnéstico de las citadas dolencias.

Dafios nucleares de cualquier clase

Dafios genéticos y enfermedade
cromosopatias, metabolopatias,
malformacién o deformaciones congé

genéticas o hereditarias, tales como las
as del évulo, embridén o feto, asi como la
s del nifo.

Responsabilidades resultante
asistida, Inseminacign A
Transferencia de Embr
denominada ingenieria

de la aplicacién de técnicas de reproduccidn
ficial (I4), Fecundacidn in Vitro (FIU),
(TE) y la Transferencia Intratubdrica (TIG) y de la
nética.

Reclamaciones +d. vidas de dafios causados por la utilizacidén en el ensayo
clinico de cuglquiera de los productos farmacéuticos siguientes:

- SWINE FLU VACCINE

METRONIDAZOLE

CLINDAMYCIN

LINCOMYCIN

DEBENDOX

ORAL CONSUMPTION OF HALOGENATD 8/HIDROXY/QUINOLIMES
DICYCOMINE

DORBANEX/CANTHAXANTHIN

PURTUSSIS VACCINE

SKIN LIGHTENING AND/OR WHITENING PRODUCTS

i

1

i

Darios a la salud del sujeto sometido a ensayo cuando éstos sean inherentes a la

8

El tomador del seguro conoce y acepta expresamente las clausulas limitativas de los
derechos del asegurado destacadas de forma especial en letra negrita.

EL TOMADOR:
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patologia objeto de estudio.

8.11 Dafios o perjuicios derivados de los efectos secundarios propios de la medicacidn
prescrita para la patologia objeto de estudio, o cuando sean consecuencia de que
el sujeto sometido a ensayo desoiga intencionadamente las prescripciones
realizadas por las personas encargadas de llevar a cabo el mismo.

8.12 La evolucidén propia de su enfermedad como consecuencia de la ineficacia del
tratamiento.

9.~ OTROS SEGUROS

De acuerdo con lo establecido en el articulo 32 de la Ley 50/1980 de 8 de Octubre de
Contrato de Seguro podrd el Tomador del seguro y/o Asegurados contratar otros seguros
adicionales al presente contrate con el fin de aumentar el limite de la suma
asegurada.

Mediante la firma de este documento, en el lugar y fecha indicados mds abajo, el Tomador
del Seguro y el Asegurado aceptan expresamente las cldusulas limitativas de los derechos
del Asegurado que se resaltan en letra negrita en el texto de estas Condiciones
Especiales.

En Malaga, a 20 d

EL TOMADOR DEL SEGURO Fdo.: MAPFRE EMPRE a. Seguros S.A.

fit

“DIRECTOR GENERAL

El tomador del seguro conoce y acepta expresamente las clausulas limitativas de los
derechos del asegurado destacadas de forma especial en letra negrita.

EL TOMADOR:
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8.26. Andlisis estadistico

La prevalencia de portadores de N. meningitidis se calculé de forma global en la
cohorte de estudio. Posteriormente se procedio a un analisis descriptivo de las variables,
calculo de la media e intervalos de confianza 95%. Inferencia estadistica mediante la
comparacion de medias para variables independientes, analisis de regresion lineal y
regresion logistica. Todos los calculos se realizaron con el paquete estadistico SPSS 12,

8.26.1. Estadistica descriptiva
8.26.1.1. Medidas de centralizacion

Con el fin de dar una idea aproximada de los valores mas representativos de un
conjunto de datos se utilizan, en estadistica, las medidas de centralizacion. Se definen
como aquellos valores que tienden a situarse en el centro del conjunto de datos
ordenados respecto a su magnitud. Las distintas medidas de centralizacion son la media
aritmética, la mediana y la moda, las dos primeras de las cuales hemos utilizado en
nuestro estudio. A continuacion pasamos a describirlas y detallarlas:

- Media aritmetica: se trata de una medida de centralizacion de tamafio. La media
aritmética de un conjunto de datos es el valor medio que los representa. Sus
caracteristicas son las siguientes:

- Es un valor numérico que esta entre el menor y el mayor de un conjunto de
datos.

- Puede no coincidir con ninguno de los datos y ser un nimero decimal.

- So6lo se puede obtener con datos cuantitativos.

La media aritmética de un conjunto de datos se obtiene dividiendo la suma de
los datos por el nimero total de ellos, o bien, si los datos vienen en una tabla con sus
frecuencias absolutas f;, se multiplica cada dato x; por su frecuencia y se suman los
resultados obtenidos. Este resultado se divide por el nimero total de datos N.

% = 2 fixi _ faxi+faxe + foxn  fixi
> i fi+fo+fn N

- Mediana: es una medida de centralizacion de posicion. En un conjunto de datos
ordenados de menor a mayor, la mediana es aquel valor que ocupa una posicion
media en la distribucion estadistica. Si el conjunto de datos tiene un nimero de
valores impar, se ordenan en orden creciente y la mediana es el término que
ocupa el lugar central; si, por el contrario, el conjunto de datos es par, la
mediana es la media aritmética de los valores centrales. Su célculo se realiza
segun la siguiente férmula:

Nz

mediana

M=Li+

Diia. Verénica Fernandez Puentes
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donde L; es el limite inferior real de la clase mediana, N es el numero total de datos,
(Xf) es la suma de las frecuencias absolutas de todas las clases anteriores a la clase
mediana Yy fregiana €S 12 frecuencia absoluta de la clase mediana.

8.26.1.2. Medidas de dispersion

En ocasiones el conocimiento de los valores centrales de una muestra no es
suficiente, y es preciso conocer en qué medida los datos numéricos estan agrupados o
no alrededor de la media. Este hecho se conoce como dispersion. De esta forma, para
medir el grado de dispersion que existe en la distribucién se utilizan las medidas de
dispersion. En nuestro estudio hemos utilizado las siguientes medidas de dispersion:

- Error estdndar de la media: es la media aritmética de las diferencias, tomadas en
valor absoluto, entre los valores de cada observacion y su media aritmética.

- Desviacion tipica: se conoce también como desviacion estandar o desviacion
cuadratica de la media. La desviacion tipica nos informa sobre la dispersion de
los datos respecto al valor de la media; cuanto mayor sea su valor, mas dispersos
estaran los datos. Se calcula como la raiz cuadrada de la media aritmética de los
cuadrados de las desviaciones respecto a la media, segun la siguiente férmula:

- Varianza: se define como el cuadrado de la desviacién tipica. La varianza es una
variable estadistica que mide la dispersion de los valores respecto a un valor
central (media), es decir, la media de las diferencias cuadraticas de las
puntuaciones respecto a su media aritmética. Se calcula de la siguiente forma.

2_Zfi(Xi—)_()2
N

S

- Rango: se define como la medida de dispersion que surge de la diferencia entre
el valor méximo y minimo del conjunto de datos, segun la siguiente formula:

R = Xmax.-Xmin

- Amplitud intercuartil: los cuartiles resultan de dividir la distribucion en cuatro
partes iguales. Asi, el primer cuartil (Q1) deja por debajo de él una cuarta parte
de las mediciones y tres cuartas partes por encima, mientras que el tercer cuartil
(Q3) deja por debajo de este valor las tres cuartas partes de las mediciones y una
cuarta parte por encima. Asi, la amplitud intercuartil se define como la distancia
que hay entre el tercer cuartil y el primer cuartil, segun la siguiente férmula:

Diia. Verénica Fernandez Puentes
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Amplitud intercuartil = Q3 - Q1

8.26.1.3. Medidas de forma

Ademas de las medidas de centralizacion y de dispersion conviene al estudiar
una distribucién conocer su forma mediante un indice lo méas simplificado posible. En el
presente estudio hemos utilizado como medida de forma el sesgo, también denominado
asimetria o curtosis. Se define como la mayor o menor simetria o asimetria de una
distribucion. Al hablar de curtosis nos referimos al grado de "apuntamiento™ de una
distribucion. Generalmente, se compara el mayor o menor apuntamiento de una
distribucion con la curtosis de la distribucion normal, por lo que viene expresado como:

De esta forma, el coeficiente de curtosis es nulo para una distribucién normal. Si
es negativo se trata de una distribucion menos apuntada que la normal y recibe el
nombre de planicurtica. Si es positivo se trata de una distribucion méas apuntada que la
normal y recibe el nombre de leptocurtica. A las distribuciones con coeficientes de
curtosis nulo se les denomina mesocurticas.

8.26.1.4. Pruebas de normalidad

La prueba de Kolmogorov-Smirnov de una muestra es una medida de bondad
de ajuste. Esto es, se interesa en el grado de acuerdo entre la distribucion de un conjunto
de valores de la muestra y alguna distribucién tedrica especifica. Determina si
razonablemente puede pensarse que las mediciones muestrales provengan de una
poblacion que tenga esa distribucion teorica. En la prueba se compara la distribucion de
frecuencia acumulativa de la distribucion tedrica con la distribucion de frecuencia
acumulativa observada. Se determina el punto en el que estas dos distribuciones
muestran la mayor divergencia.

En esta prueba se determina el grado de concordancia entre la distribucion de
frecuencia muestral y la distribucion de frecuencia tedrica, bajo la hipdtesis nula de que
la distribucion de la muestra es fo(x,q) e interesa probar que no existe diferencia
significativa. En la prueba de Smirnov-Kolmogorov se esta interesado en la mayor
desviacion entre la funcion de distribucion teorica y la empirica, es decir entre Fo(X) y
Sn(x), para todo el rango de valores de x. Bajo la hipotesis nula se espera que estas
desviaciones sean pequefias y estén dentro de los limites de errores aleatorios.

La prueba de Shapiro-Wilks es menos conocida que la anterior, es la que se
recomienda para contrastar el ajuste de nuestros datos a una distribucion normal, sobre
todo cuando la muestra es pequefia (n < 30). Mide el ajuste de la muestra a una recta, al
dibujarla en papel probabilistico normal.

Diia. Verénica Fernandez Puentes
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En escala probabilistica normal se representa en el eje horizontal, para cada
valor observado en nuestros datos, la funcion de distribucion o probabilidad acumulada
observada, y en el eje vertical la prevista por el modelo de distribucion normal. Si el
ajuste es bueno, los puntos se deben distribuir aproximadamente seglin una recta a 45°.

8.26.1.5. Representacion grafica. Boxplot

El gréafico de caja, conocido con el nombre de boxplot o box and whisker plot,
es una representacion basada en un rectangulo, la caja, en cuyos extremos se afiaden
unas lineas o bigotes. Esta grafica informa sobre la tendencia central, forma y asimetria,
y sobre la existencia de valores atipicos.

Para construir un boxplot, se construye un rectangulo sobre uno de los ejes, cuya
longitud es igual a la amplitud intercuartil cuyos extremos se sitlan en los valores
correspondientes al primer cuartil, Q1, y el tercer cuartil, Q3.

En el interior de la caja esta situado el 50 % central de los valores de la variable,
y fuera el 50 % restante. Se marca en el interior de la caja, con una linea, el lugar del
valor de la mediana, y ésta divide la caja en dos partes, del 25 % de los valores.

A continuacion se representan los bigotes, a ambos lados de la caja, cuya
longitud a partir de los extremos de la caja debe ser igual a 1,5 veces la amplitud
intercuartil si hay valores de la variable superiores a este limite; si no es asi, el extremo
de cada bigote coincide con los valores minimo y maximo, respectivamente, de la
variable representada.

Si la variable es, aproximadamente, simétrica, los bigotes tendran una longitud

similar; si la variable tiene una acumulacion de valores a uno de los lados, los bigotes
no tendran la misma longitud y uno serd mas largo que el otro.

8.26.2. Contraste de hipotesis
8.26.2.1. Test de comparacion de dos medias independientes (t de Student)

Aceptada la hipétesis de la normalidad, empleamos test paramétricos para la
comparacion de dos medias a partir de dos tipos de muestras diferentes:

Dadas dos muestras de tamafio ni y np, con X; y X, de medias muestrales; al
tratarse de muestras independientes la variable X3- X, tendria por media la diferencia de
las medias y por varianza la suma de las varianzas. Por tanto, se cumpliria que:
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Ky= Xy =2 | M= oy~ —
n. n

En consecuencia, puede resumirse la regla del test de la siguiente forma:

¥, %)

texp =
2 2
g.g
nl n2

Comparada con una t, en la distribucion T de Student. Si la texy, €S menor o
igual que ta....se acepta la hipotesis nula (las medias son iguales); si texp €S mayor que ta
se acepta la hipdtesis alternativa (las medias son distintas).

8.26.2.2. Recta de regresion lineal y coeficiente de correlacion

Partiendo de “n” valores pares de valores cuantitativos (X, Y1), (X2, ¥2), (Xn,Yn,)
pertenecientes a una muestra de n individuos, en los cuales (x;) corresponden a una
variable e (y;) a otra, se puede obtener una nube de puntos sencillamente representando
en un sistema de ordenadas, los valores correspondientes a cada uno de los pasos
citados. Concuerda la ecuacion de la recta de regresion de y sobre x:

-~ Tx 7
Y-y = (x - X)

< N

en la que S%x es la varianza de los valores muestrales X1, X2,....Xn, V, Ssxy la covarianza,
que se obtiene segun el calculo siguiente:

con una pendiente igual a:

y un valor correspondiente a la ordenada en el origen, que se obtendra adjudicando a x
el valor cero, quedando la recta:

Sy

S,;X

r =

Para medir el grado de relacion entre las variables se utiliza el coeficiente de
correlacion de Pearson, que corresponde a la siguiente expresion:
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Para conocer la dependencia/independencia de las variables a partir del
coeficiente de correlacidn (r) se parte de un test de hipétesis en el que:

Ho r=0 (independiente).
H; r=0 (dependiente).

Obteniéndose una

(n-2)r?
foo = 1-r
donde (n) no es el numero de parejas y (r) la correlacion muestral, que se contrastara
con una ta. (tedrica con (n-2) grados de libertad y las variables x e y son independientes
en un error alfa.
De manera que si:

too)t,;r=0

exp >

El modelo de regresion lineal también se puede presentar en dos etapas muy bien
diferenciadas: una descriptiva y otra inferencial. La regresion lineal como técnica
descriptiva consiste en realizar un procedimiento matematico de minimos cuadrados
para hallar la ecuacién de la recta que mejor se ajuste a los datos, esta recta recibe el
nombre de recta de regresion. La vertiente inferencial, supone que los datos son una
muestra al azar y permite evaluar si en la poblacion las variables estan relacionadas y en
caso afirmativo, estimar la recta de regresion que mejor predice la variable dependiente.
Debido a la variabilidad de los datos, existe una diferencia entre los valores estimados
por la recta de regresion para la variable dependiente a unos valores dados de la variable
independiente y los valores observados en la realidad; esta diferencia se conoce con el
nombre de residual. Este error o residual equivale a:

&=Y-Yi=Y- (a+bxi)

Para hallar la recta de regresion primero se debe establecer un criterio de ajuste y
luego se determina los coeficientes a y b de esta recta, de manera que cumpla los
criterios establecidos. Utilizando el criterio de minimos cuadrados y disponiendo de la
matriz de datos con n pares de valores (X;; i), se trata de determinar los coeficientes a y
b de la recta de ajuste y=a+bx que hagan la minima suma de los residuales al cuadrado.

Los valores a y b que minimizan esta funcion se hallan aplicando un teorema
fundamental de célculo infinitesimal:

) n
Sa 2 Lyi- @+ bx)F =2 2y, - a-bx](-D =0

0 n
o2 vi- @+ bx)F = 27 2y, -a-bx](-x) =0
Despejando a y b se obtiene:

i X.
a= Z%-b2ﬁ= y - bx
Yi

zxiyi‘zxizn SP,
b: =
i)z SC,
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Donde SPyy equivale a la suma de productos cruzados: Z(xi - >‘<)(yi - 7) :

y SCy equivale a la suma de cuadrados: Z (xi - )‘()2

8.26.2.3. Test de Chi cuadrado. Prueba de Mantel-Haenszel

Analizar la distribucion de una variable con relacion a otra u otras es una tarea
corriente en Salud Publica, vinculada, la mayoria de las veces, a la busqueda de un
patrén que indique la relacion, (o la falta de ella) entre las variables estudiadas. Este es
un proceso clave en la identificacion de las posibles causas de los problemas de salud, y
también de factores que resulten estar asociados con las variables consideradas
dependientes en nuestro estudio. El estudio de la influencia de una variable (variable
independiente) sobre la forma en que se modifica otra (variable dependiente) es
conocido como analisis bivariado; y serd multivariado cuando el estudio evalle de
forma simultanea el efecto sobre una variable dependiente de dos o mas variables
independientes.

Las tablas de contingencia (tablas de doble entrada) son una herramienta
fundamental para este tipo de analisis. Estan compuestas por filas (horizontales), para la
informacién de una variable y columnas (verticales) para la informacion de otra
variable. Estas filas y columnas delimitan celdas donde se vuelcan las frecuencias de
cada combinacion de las variables analizadas. Ocasionalmente, por su estructura teorica,
el problema analizada permite hablar de una variable dependiente y de variables
independientes. Salvo en situaciones muy especiales, la simple inspeccion de la
informacidn contenida en las tablas de contingencia no permite ser concluyente sobre
cual de la hipotesis es la que ha de elegirse como valida (ausencia o presencia de
asociacion). Las pruebas de significacion estadistica que acomparian el analisis basan su
examen en comparar los resultados observados con los esperados (bajo el supuesto de
que no hay asociacion). Cuanto mayor sea la diferencia entre la distribucion observada y
la esperada, menos razonable es suponer que la distribucion observada sea solo
producto del azar. El célculo de los valores esperados se realiza usando los valores
marginales de la tabla, asumiendo que la probabilidad para cada categoria es la misma
que la de todo el grupo y que no existe asociacion entre las variables estudiadas.

La relacion entre un factor de riesgo (supuesto o real) y un efecto es en
ocasiones “modificada” por la presencia de un tercer factor. Esta situacion, conocida
como efecto de confusion, podria definirse como la que producen aquellos factores que,
estando relacionados con el factor de riesgo en estudio, condicionan la aparicion del
efecto (siempre que no se trate de un factor que se halle en el trayecto causal que va del
factor de riesgo al dafio, en cuyo caso hablariamos de variable intermedia). El analisis
individual de cada estrato debe ser complementado con un analisis que estime el efecto
general considerando los valores de cada estrato. EI método de Mantel-Haenszel es uno
de los mas Utiles para este analisis. La existencia de diferencias entre los resultados de
un andlisis no estratificado y uno estratificado indica que el factor por el que se
estratifica ejerce un efecto de confusion en la relacién que exhiben los factores
estudiados. Los resultados incluyen una tabla global (suma de los estratos), el odds ratio
e intervalo de confianza (calculado segun el método de Woolf) para cada estrato, el
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odds ratio de la tabla global (odds ratio crudo) y el odds ratio combinado (método de
Mantel-Haenszel) y ponderado por el método del inverso de la varianza.

8.26.2.4. Regresion no lineal. Regresion logistica

No siempre esta justificado el intentar sustituir una nube de puntos obtenida al
estudiar la relacion existente entre dos variables por una recta que represente el
fendbmeno bioldgico que se analiza, ya que multitud de fenémenos no se ajustan a
ecuaciones lineales rectilineas y siguen, preferentemente, otro tipo de curvas de
ecuaciones mas o menos complejas.

El estudio de la regresion no lineal presenta dos partes diferenciadas: la primera,
la seleccion de la forma general de curva tedrica que se pretende ajustar a los resultados
del experimento, y la segunda, la aplicacién, una vez seleccionada, del procedimiento de
los minimos cuadrados para determinar los coeficientes de la curva. La primera parte
consiste en elegir, de entre las ecuaciones generales de curvas habituales que estudia la
geometria analitica aquélla que, por su forma cualitativa, piense el investigador que
presenta una semejanza o tendencia mas parecida con la nube experimental de puntos
obtenida en el ensayo real. La observacién detenida de esta nube o diagrama de
dispersion permitird decidir la forma de qué tipo de curva sigue su tendencia o
desarrollo.

La regresion logistica viene definida por la existencia de una variable
dependiente con dos 0 mas categorias y una 0 mas variables independientes que pueden
ser tanto categoricas como cuantitativas.

En ocasiones el modelo de regresion logistica precisa incluir como variable
dependiente méas de dos categorias (c); en este caso se definen c-1 logit o ecuaciones
simultaneas, cada uno de ellos comparando una determinada categoria con la definida
como de referencia, que en el caso particular de la regresion logistica multinomial debe
ser la categoria de valor méas bajo.

Pr(¥=s)

= Pr (¥ = U)Jz’g‘” R

Logz'z(}’zs)=]n(

Es importante tener claro que el modelo méas simple de esta regresion, donde la
variable independiente es categdrica binaria, equivale a una tabla de contingencia (5°).
Sin embargo el modelo se va a ir complicando conforme afiadamos categorias a la
variable independiente o introduzcamos un predictor (variable independiente)
cuantitativo.

La regresion logistica ordinal supone asumir que las categorias de la variable
dependiente tienen un orden dado, lo que supone una informacién que desestimariamos
si la considerasemos solo como una variable cuantitativa (regresion lineal) o categoérica
no binaria (multinomial). Este tipo de regresidén no supone definir logits respecto a una
categoria de referencia, sino que se trabaja con una categoria no representada y
codificada con el valor mayor. Para que la categoria de referencia sea la mas baja debe
recodificarse.

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

Se han desarrollado varios modelos de regresion ordinal que difieren entre si en
la manera en que definen los logits de respuesta, a saber:

- Modelo de odds proporcionales o modelo de odds acumulativas.
- Modelo de razones de continuidad.
- Modelo de categorias adyacentes.

De ellos, el mas usado es el modelo de odds proporcionales. En él, la Pr (Y <)
se denomina probabilidad acumulativa de la respuesta s; lo que permite definir la

odds acumulativa de la respuesta s:
Pr(¥ =s)
1-Pr (¥ =5)

) & Pri¥<s) |_
Logit (Ygs)_m[——]_Pr(},Ss)J-q + 4

A la hora de interpretar los pardmetros de un modelo de odds proporcionales hay
que tener presente la particular definicion de probabilidad realizada, que contrapone
probabilidades inferiores o iguales a un valor de respuesta versus las superiores al
mismo. El valor e”, siendo B el coeficiente de estimacién obtenido, es la razén de odds
acumulativas entre una y otra categoria de la variable independiente. La significacion
global del modelo se obtiene mediante la prueba de razdn de verosimilitud global,
mientras que la significacion individual de los parametros del modelo se obtiene
mediante la prueba de Wald o mediante la prueba de razén de verosimilitud parcial.

8.26.2.5. Analisis de supervivencia (Kaplan-Meier)

Es un método no parameétrico (no asume ninguna funcion de probabilidad) y por
maxima verosimilitud, es decir se basa en maximizar la funcion de verosimilitud de la
muestra. Una muestra aleatoria de tamafio n, extraida de una poblacién, estara formada
por k (k £ n) tiempos t; < t,< ...< tx en los que se observan eventos. En cada tiempo t;
existen n; "individuos en riesgo” (elementos de la muestra para los que el evento puede
ocurrir, 0 que T 3 t}) y se observan d; eventos. Ademas en el intervalo [t;, ti+1) se
producen m; pérdidas.

Se puede demostrar que la funcién de verosimilitud para toda la muestra es:
u o -d
L= 1_[ hi (1 -had™7 "
i=q

Para construir esta funcion se ha asumido que la informacion contenida en las
pérdidas es que, para cada una de ellas, el evento ocurre en un tiempo mayor que el
tiempo en que se observa la perdida. Maximizando esta funcion se encuentra que el
estimador de la funcion de riesgo es
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i

ho= i=1,2, .., kK
;

y para la funcion de supervivencia, el denominado estimador producto limite o de

Kaplan-Meier:

d:'

sigy= 11 (-4

Fle, =8 {
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9. RESULTADOS
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RESULTADOS

9.1. Caracterizacion del extracto de arandano americano.

Los cromatogramas del jarabe de arandano americano en modo de ionizacion
negativo y positivo se muestran en la figura 9.1. El intento de identificar componentes
fendlicos se resume en las Tablas 9.1 y 9.3 (modos de ionizacion negativos y positivos
respectivamente), icluyendo tiempos de retencion, m/z experimental y calculada,
férmula molecular, error, valor sigma (comparacion de los patrones isotopicos medidos
con los tedricos), seguida de la identidad propuesta.

Intens.
x10%{ {@)} .
15]

1.0 9

0.5 3 5 a 1 2

0.0

5.0 7.5 100 12.5 15.0 17.6 20.0 225 250 Time [min]
Intens.

X108 (b) 27

1.2

1.07 16
0.84
0.6
0.4

0.2

0.0 == A A

5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.8 20.0 225 25.0 Time [min]

Figure 9.1. Perfil cromatografico usando los programas de gradiente: (a) cromatograma para el
programa de gradiente 1 en modo de ionizacion negativo; (b) cromatograma para el programa de
gradiente 2 en modo de ionizacion positivo.

Los componentes fenolicos fueron identificados a traves su espectro de masas
que se complementd con su espectro ultravioleta que brinda una informacion adicional
en funcién de las bandas de absorcién. Todos estos datos se compararon con los datos
existentes en la literatura.
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Tabla 9.2. Componentes fendlicos en el jarabe de ardndano americano caracterizado por HPLC-DAD-
TOF-MS en modo de ionizacién negativa .

Pealk Class{phenolic compounds RT(min) Selectedion mfzexperimental mfzcalculated Fragments Error Sigma  Molecular
number (pprn) forrmla
Phenolic acid derivatives
1 Cournaroyl-hexose 4.85 [M-H]~ 325.0829 325.0829 163.0406 0.0 0.0213  CysHy304
2 Sinapoyl-hexose 6.19 [M-H]~ 3851127 3851140 223.0596 33 0.0176 Cy7H22010
3 Caffeoyl glhucose 6.44 [M-H]~ 341.0888 341.0878 179.0351 2.9 0.0107 CysHy30q
4 Chlorogenic acid 6.89 [M-H]~ 353.0867 353.0878 191.0558 3.0 0.0561 CieH130q
5 Cournaroyl-hexose 7.16 [M-H]~ 325.0018 325.0929 163.0398 3.4 0.0298 CysHy304
7 Canthoside 4 8.92 [M-H]~ 4451355 4451351 0.8 0.0238 CioHae012
Flavonols
9 Myricetin 3-0-hexose 11.94 [M-H]- 475,0835 479,0831 317.0301 08 00204 CoHaoOps
10 Dihydroferulic acid 4-0-g-D-glucuronide 12,16 [M-H]" 371.0089 371.0984 175.0283 15 00131  CigHanO0
14 Myricetin 3-0-arabinoside 14.94 [M-H]- 449.0739 449.0725 317.0286 29 0.0217  CyoH13012
15 Caviunin glucoside 15.15 [M-H]- 5351482 5351457 373.0807 47 00109  CpsHa30n3
16 Quercetin 3-0-hexose 15.44 [M-H]~ 463.0854 463.0882 301.0283 25 0.0107  C1Ha0012
18 Quercetin 3-0-xylopyranoside 17.14 [M-H]~ 433.0784 433.0776 301.0350 1.9 0.0113  CyppH130n
19 Quercetin 3-0-arabinopyranoside 17.88 [M-H]~ 433.0797 433.0776 301.0302 48 0.0238  CooHi14011
20 Quercetin 3-0-arabinofuranoside 18.75 [M-H]~ 433.0781 433.0776 301.0332 1.0 00132 CyoHi30n
21 Quercetin 3-0-rharmnoside 19.13 [M-H]~ 447.0937 447,0933 301.0325 0.9 0.0021 CyHpOn
22 Myricetin 22.73 [M-H]- 317.0202 317.0303 3.6 00178 CicHo04
23 Methoxyquercetin 3-0-galactoside 23.75 [M-H]~ 4771033 4771038 1.2 0.0271  CypHyp012
26 Kaempferal 3-0-3-D-(6"-p- 28.15 [M-H]- 567.1143 567.1144 0.2 00104 CagHagOp3
hydroxybenzoyl)-galactopyranoside
27 Quercetin 28.36 [M-H]- 301.0337 301.0354 5.5 0.0196 CysHoO7
Flavanols
6 Procyanidin B type isomer 1 8.00 [M-H]~ 5771328 5771351 289.0687 41 0.0405  CapHaeO12
8 (+)-Catechin 9.65 [M-H]~ 289.0714 289.0718 1.3 0.0033 CysHi140¢
11 Proacyanidin A2 type isorner 1 13.35 [M-H]~ 5751211 5751195 423.0631 3.0 0.0156 CapHz4012
12 Procyanidin B type isomer 2 14.15 [M-H]~ 5771306 5771351 425.0761 5.5 0.0263 CapHaeO12
13 Proacyanidin A2 type isorner 2 14.28 [M-H]~ 5751216 5751195 423.0631 3.7 0.0476  CipH24012
17 Procyanidin A2 type isomer 3 16.94 [M-H]- 5751218 5751195 423.0733 40 00290 CagHaqOn2
25 Prodelphinidin B4 26.11 [M-H]- 609.1238 609.1250 1.8 0.0355 CapHaeO1q
Isoflavonoids
24 Biochanin A-7-0-glucoside 2482 [M-H]- 4451156 4451140 3.5 0.0284 CyHyp010
Unlmown compounds
a 8.20 [M-H]" 431.1554 431.1559 1.1 00138 CigHas0n
b 8.67 [M-H]~ 431.1823 431.1923 01 0.0247  CyoHa2010
c 1619 [M-H]- 537.1641 537.1614 5.2 00108  CocHzpOp3

Tabla 9.3. Componentes fenolicos en el jarabe de arandano americano caracterizado por HPLC-DAD-
TOF-MS en modo de ionizacién positiva *.

Peak Classfphenolic compounds RT(min) Selectedion mfzexperimental mfzcalculated Fragments Error  Sigma Molecular

number (ppm) formula
Phenolic acid derivatives

5 Cournaroyl-hexose 13.01 [M+K]* 365.0575 365.0633 203.0028 15 0.0225 CisHyy04

29 2-Hydroxybenzoic acid 13.80 [M+H]* 139.0401 139.0390 7.8 00113 CrHeOs

30 Digallic acid 14.82 [M+H]* 323.0438 323.0398 1409858 124 0.0131 CigHn0g
Flavonols

9 Myricetin 3-0-hexose 15.66 [M+H]* 4810973 481.0977 319.0446 0.9 0.0283 Gy Hyn0Op3

14 Mryicetin 3-0-arabinoside 17.19 [M+H]* 451.0872 451.0871 310.0439 02 0.0352 CyoHis012

16 Quercetin 3-0-hexose 17.51 [M+H]* 4651023 4651028 303.0451 1.0 00204 CyHagOn

18 Quercetin 3-0-xylopiranoside 18.85 [M+H]* 4350933 4350922 303.0485 2:9 0.0351 CyoHypsOn

19 Quercetin 3-0-arabinopyranoside 1933 [M+H]* 435.0936 435.0922 303.0509 3.4 0.0440 CyHi30On

20 Quercetin 3-0-arabinofuranoside 19.67 [M+H]* 435.0934 435.0922 303.0484 2.7 0.0355 CooH130n1

21 Quercetin 3-0-rhamnoside 20.04 [M+H]* 4491063 4491078 303.0495 3.4 0.0340 Gy HypaOn

23 MMethoxyquercetin 3-0-galactoside 20,45 [M+H]* 4781191 4791184 317.0663 21 0.0773  CypHypOp

33 Syringetin(3,5'-0-Dimethylmyricetin) - 2060 [M+H]* 347.0765 347.0761 1.1 0.0214 Cy7H404

22 Myricetin 21.19 [M+H]* 319.0445 319.0448 1.2 00123 CisHjo04

27 Quercetin 25.66 [M+H]* 303.0500 303.0499 0.2 0.0078  CysHinO7
Flavanols

11 Procyanidin A2-type isomer 1 15.20 [M+H]* 5771342 5771341 425.0875{287.0542 0.2 0.0713  CyoHaq012

13 Procyanidin A2-type isomer 2 17.41 [M+H]* 5771336 5771341 425.0858(287.0532 0.9 0.0127 CsoH24012
Coumarins

28 7-Hydroxycourmnarin 11.54 [M+H]* 163.0395 163.0380 31 00168 CgHgOs

3 Cournarin 18.21 [M+H]* 147.0447 147.0441 46 0.0058 CaHgOs

32 Scopoletin 18.90 [M+H]* 193.0415 193.0417 177.0538{147.0446 0.4 0.0271 CipHgO4
Anthocyanin

34 Petunidin 22,34 [M+H]* 317.0629 317.0656 8.5 0.0252 CigH1407
Unlmown compounds

a 1437 [M+H]* 4411104 4411086 41 0,0258 CaoHie04

b 17.68 [M+H]* 3971375 3971341 8.7 0.0248  CisHyq0p2
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9.1.1. Componentes identificados en el modo de ionizacion negativo

Veintisiete componentes fenolicos se identificaron en este modo, incluyendo 6
nuevos componentes identificados por primera vez en V. macrocarpon.

Derivados de acidos fendélicos

El primer grupo de picos que migra entre 4.85 y 8.92 min se relaciond con
componentes de la familia de los &cidos fendlicos. El pico 1 (RT 4.85 min) tiene una
masa molecular m/z de 325.0929 que se identificé como cumaril-hexosa en base a su
formula molecular prevista para su masa *°. El pico 2 (RT 6.19 min) tiene una masa
molecular m/z de 385.1127 y se ha identificado como sinapoil-hexosa. El ion a RT 6.44
min se corresponde con cafeoil glucosa. El pico 4 (RT 6.89 min.) se identifico6 como
acido clorogénico. La presencia de otras formas isoméricas de cumaroilhexosa se
identificaron en el pico 5 (RT 7.16 min). El pico 7 (RT 8.92 min) fue identificado como
cantésido A, se trata de la primera vez que este componente se identifica en el arandano
americano *®,

Flavonoides

Se han identificado un total de 20 flavonoides que se recogen en la Tabla 9.1.
Para la mayoria de los flavonoides el modo de ionizacion negativo aporta la mayor
sensibilidad y especificidad *°. Los siguientes flavonoides se han identificado en el
jarabe de arandano americano utilizado en nuestro ensayo: miricetina-3-O-hexosa (pico
9), miricetina-3-O-arabinosido (pico 14), quercetina-3-O-hexosa (pico 16), quercetina-
3-Oxil-piranosido (pico 18), quercetina-3-O-arabinopiranosido (pico 19)quercetina-3-O-
arabinopiranosido (pico 19), quercetina-3-O-arabinofuranosido (pico 20), quercetina-3-
O-ramnosido (pico 21), miricetina (pico 22), metoxiquercetina-3-O-galactosido (pico
23) y quercetina (pico 27). Como se aprecia en la Tabla 9.1 la quercetina y sus
derivados con enlaces hidrocarbonados tienen fragmentos i6nicos de masa molecular
m/z 301.

Se identificaron tres isomeros diferentes de tipo procianidina A en el jarabe de
arandano americano en los tiempos 13.35, 14.28 y 16.94 min, con m/z de 575.12 (picos
11, 13 y 17). Se detectaron dos isomeros de procianidinas tipo B con m/z de 577.13
(picos 6 y 12). El pico 8 se identificO como (+)-catechkina. Tambien se identificaron
por primera vez en extractos de ardndano maericano: acido dihidroferulico 4-O- -d-
glucuronido (pico 10), caviunina-glucosido (pico 15), biochanina A-7-O-glucésido
(pico 24), prodelfinidina B4 (pico 25) y Kemferol-3-O- -d-(6_-phidrobenzoil)-
galactopiranosido (pico 26). La figura 9.2 muestra la estructura molecular de los nuevos
componentes identificados en el extracto de arandano maericano utilizado en el ensayo.
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Figura 9.2. Estructura de los nuevos components identificados en el jarabe de arandano americano (7)
cantosido A, (10) &cido dihidroferulico 4-O-"d-glucuronido, (15) caviunina glucosido, (24) biochanina
A-7-O-glucosido, (25) prodelfinidina B4, (26) kempferol 3-O-"-d-(6__-p-hidroxibenzoil)-
galactopiranosido, (28) 7-hidroxicumarina, (30) acido digalico y (31) cumarina .

8.1.2. Componentes identificados en el modo de ionizacion positivo

La presencia de antocianinas en el arandano americano se ha comunicado en la
literatura, su deteccion tiene la méxima sensibilidad en el modo de ionizacién positivo,
lo cual esta ligado a su carga positiva (Figura 9.2)*°. Se identificaron 20 compuestos
fenodlicos con este modo de ionizacion. Dado que algunos de los compuestos
identificados también lo fueron en el modo de ionizacion negativo, tan solo la
petunidina (pico 34). Algunos de los acidos fenodlicos identificados fueron: cumaril-
hexosa (pico 5) que tambien se identificd en el modo negativo, 2-acido hidroxibenzoico
(pico 29). Diversos flavonoides identificados en el modo de ionizacion negativo
también lo han sido en el modo positivo. La siringetina (pico 33) un flavonoide que
habitualmente no se detecta en el modo de ionizacion negativo fue también identificado.
Se identificaron dos isomeros de procianidina tipo A (picos 11y 13).

9.1.3. Cuantificacion de los polifenoles

La cuantificacion de los compuestos polifendlicos se realizo utilizando las
curvas de calibracién que se muestran en la Tabla 9.6. La calibracion de la curva de
miricetina a A=280 nm se utilizO para cuantificar flavonoides; mientras que los
derivados de acidos fendlicos se cuantificaron con la curva de calibracion de acido-p-
cumarico a A=280 nm. Las concentraciones de componentes fenolicos identificados en
el jarabe de arandano americano se recogen en la Tabla 9.3. El total de componentes
fenolicos encontrados en el jarabe es de 5.47 mg/ml. La familia de los flavonoides
(Catechina y procianidina) fueron los mas frecuentes (2.37 mg/ml), sequida de los
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flavanoles (1.91 mg/ml). Los derivados del acido fenolico se encontraron en menor

concentracion (0.15 mg/ml).

Tabla 9.4. Componentes fenélicos presentes en el jarabe de arandano americano “.

Class/phenolic compounds pefmlcranbernyr sytup
P henolic-acid denvatives
Cournaroyl-hexose 5670205
Sinapoyl-hexose 10720237
Caffeoyl glucose 1962+062
Chlorogenic acid 1035+053
Gourparoyl-hexose 4018+1.15
Canthoside A 1.61+004
2-Hydroxyben zoic acid 40 404145
Callic acid 3-C-zllate S836+163
Flawvonols
Myricetin 2-0-hexoside 12587 +487
Dihydro ferulic acid 4-0- G-p-glucuronide 2306+1.21
Myricetin 2-0-arabinoside 2266318383
Caviunin gucoside 20730+13.43
Quercetin 2-0-hexoside 29113+1929
Quercetin 2-0-xylopitanoside 68.13+£2237
Quercetin 2-0-arabinopyranoside 66304+217
Quercetin 2-0-arabinofuranoside 12052+421
Quercetin 2-0-rthamnoside 13051+423
Myricetin 11478+32709
Methoxyquercetin 3-0-galactoside ng*
IGaempterol 2-0-6-p6%-p- 30.70+£1.39
hydroxybenzoy)-galactopyranoside
Quercetin 30327+1281
Syringetin 2472+083
Fhwanols
Procyanidin B type isomer 1 202844729
(+)-Catechin 37431+1543
Proacyanidin A2 type isorer 1 26403+1429
Procyanidin B type isomer 2 21564+910
Proacyanidin A2 type isorer 2 35600+1288
Procyanidin A2 typeisorer 3 644374+4071
Prodelphinidin B4 200984737
Isoflavonoids
Biochanin A-7-0-glucoside ng
Coumarins
7-Hydroxycourmarin 246091877
Cournacin 17400 +6.21
Scopoletin 4400041082
Anthocyanin
Petunidin 9.59+290
Total 5460354+ 104 81

* Notquantified.

8

Los métodos espectrofoteométrico son los habitualmente utilizados para medir el
contenido fenolico. Para cuantificar el total del contenido fendlico se utiliz6 el método
de Folin Ciocalteu utilizando &cido cafeico para la calibracion de la curva. El total del
contenido polifendlico fue de 15.26+0.08 mg/ml de jarabe. Las proantocianidinas
totales fueron de 9.9+0.1 mg/ml de jarabe. El contenido de antocianidina del jarabe de
arandano fue de 1.35+0.04 mg/ml.
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9.2. Seguimiento de los pacientes

El diagrama de flujo CONSORT que se muestra en la Figura 9.3 permite
visualizar de una forma sencilla el proceso de seguimiento de nuestros pacientes. Se
incluyeron inicialmente en el estudio 198 pacientes elegibles, de los que hubo que
excluir a 6 al no cumplir con los criterios de inclusion (en 2 ocasiones) o rechazar el
ciego (en 4 ocasiones). La intolerancia digestiva se observd en 5 casos asignados al
trimetoprima y en 2 casos asignados al arandano americano. Se observaron igual
namero de pérdidas en el seguimiento an ambos brazos del estudio (n=3). Apreciamos
eritema cutaneo en relacion probable con la toma del jarabe en 1 ocasion en cada rama
de tratamiento. 47 pacientes presentaron infeccion urinaria durante el seguimiento, 17
nifios y 30 nifias. En un caso de pacientes gemelos, se rompio la aleatorizacion a fin de
poder mantener el ciego, en este caso se asignd a uno de los hermanos arandano, en
lugar el trimetoprima que le correspondia segun Tabla de ateatorizacion. En la rama del
arandano 36 pacientes no completan el periodo de seguimiento por diversas razones:

- Abandono del tratamiento ante la ausencia de infecciones (n=14).

- Abandono del tratamiento debido a intolerancia digestiva (n=2).

- Abandono del tratamiento debido a la aparicién de un eritema cutaneo (n=1).
- Salida del estudio por ITU (n=19).

En la rama de tratamiento que recibe trimetoprima 50 pacientes no completan el
periodo de seguimiento la presentar:

- Salida del estudio por ITU (n=28).

- Abandono del tratamiento por la aparicion de rash cutaneo (n=1).
- Abandono del tratamiento por intolerancia digestiva (n=>5).

- Abandono del tratamiento ante la ausencia de infecciones (n=16).

Tabla 9.4. N° (%) de pacientes con ITU en cada grupo de tratamiento.

Arandano Trimetoprima
(n=75) (n=117)

Edad, meses ( media, DS) 28.3(30.7) 30.7(33.9)
Sexo, nifias (n) 43 69

ITU recurrente

ITU, n (%) 8 (8.4) 18 (18.9)
Dias sin infeccion ,media (DS) 229 (128)  207(129)
Reflujo vesicoureteral

ITU, n (%) 5(12.8) 4 (10.3)
Dias sin infeccién ,media (DS) 240 (139) 281 (128)
Dilatacion de pelvis renal o hidronefrosis

ITU, n (%) 5(9.8) 5(9.8)
Dias sin infeccién ,media (DS) 192 (120) 207 (128)
Duplicacién ureteral y otros defectos anatomicos

ITU, n (%) 1(33.3) 1(33.3)
Dias sin infeccion ,media (DS) 29 (13) 159 (137)

Notas: tiempo promedio en dias (DS)sin infeccion en cada
grupo de tratamiento.
Abreviaturas: ITU, infeccion del tracto urinario.
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Diagrama de Flujo

[ Reclutamiento ] Muestra seleccionada (n=198)

Excluidos (n=6)

+ No cumplimiento criterios inclusién
& (n=2)

+ Rechazo del cegamiento (n= 4)

| Aleatorizados (n=192) |

!

3 ll Asignacién 3
Asignados a arandano (n=75) Asignados a trimetoprima (n=117)
e Recibieron ardndano (n=76) e Recibieron trimetoprima (n=116)
* No recibieron la intervencion asignada ¢ No recibieron la intervencién asignada
(gemelos que recibieron aréndano) (n=0) (gemelos que recibieron trimetoprima)
(n=1)
| Seguimiento |
e Pérdidas de seguimiento e Lost to follow-up (Revisions do not
(No acudieron a revision ) (n=3) attend) (n=3)
e Abandonan el tratamiento (n=36) e Abandonan el tratamiento (n=50)
e Retirada (n=14) e Retirada (n=16)
¢ Intolerancia gastrointestinal (n=2) e Intolerancia gastrointestinal (n=5)
e Rash (n=1) e Rash (n=1)
e [TU (n=19) e [TU(n=28)
Analizados (intencién de tratar) (n= 72) Analizados (intencién de tratar) (n=114)
e Excluidos del analisis (pérdidas) (n= 3) e Excluidos del andlisis (pérdidas) (n=3)
o Completan el seguimiento (sin ITU) (n=36) e Completan el seguimiento (sin ITU)(n=64)
¢ Analizados que no completan el
seguimiento (sin ITU) ( n=50)

Figura 9.3. Diagrama CONSORT paara el seguimiento de los pacientes incluidos en el ensayo clinico.

De los pacientes reclutados, 40 pacientes tenian menos de 6 meses de edad, de
ellos 24 completaron el periodo de seguimiento sin infeccion. Entre los pacientes
menores de 6 meses, 8 recibieron ardndano con buena tolerancia digestiva, siendo 2 de
ellos menores de 2 meses.

Durante el periodo de aleatorizacion, desgraciadamente ocurrieron problemas de
logistica que motivaron que 117 pacientes recibieran trimetoprima y 75 pacientes se
asignaran al arandano. Sin embargo, el ciego se pudo garantizar en todos los casos. La
Tabla 9.4 muestra el porcentaje y el nimero de UTI en cada rama de tratamiento al final
del periodo de seguimiento.
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9.3. Analisis descriptivo

En este apartado se hace un analisis descriptivo de las caracteristicas
fundamentales de cada variable incluida en el estudio, tanto en el grupo experimental
como en el grupo control.

En las Tablas siguientes se muestra la descripcion de los principales estadigrafos

para las variables cuantitativas incluidas en este proyecto. Las hemos agrupado en
funcion de la intervencién asignada a cada nifio.

Tabla 9.5. Descripcion general de la cohorte de estudio para las variables edad, peso y talla.

Grupo Control Grupo experimental
(n=117) (n=75)

Peso Talla Edad Peso Talla Edad

(Kg) (cm) (meses) (Kg) (cm) (meses)
Media (DS) 11.242 79.17 25.156 14.844  87.07 32.784
Intervalo confianza 95%, 8.6-13.8 70.7-87.5 125-37.8 9.7-19.9 745-99 16.4-49.1
media
Error estandar media 1.2 4.0 6.1 2.3 5.8 7.6
Mediana (DS) 9.00 71 9.867 13.00 87 29.433
Varianza 43.2 452.9 1021.6 85.5 512.2 874.0
Valor minimo 4.2 54 0.9 4.9 58 1.3
Valor maximo 30.0 125 106.7 39 124 91.5
Asimetria 15 1.0 15 1.3 0.2 0.8
Error estandar asimetria 0.4 0.4 0.4 0.5 0.5 0.5
Curtosis 1.9 -0.04 1.01 2.04 -1.39 -0.08
Error estandar curtosis 0.87 0.87 0.87 1.12 1.12 1.12
Amplitud intercuartil (1QC) 7.2 31 41.4 1.3 42 44.6
Test de Kolmogorov— 0.24 0.26 0.32 0.16 0.18 0.19
Smirnov, (P) (0.001)  (0.001) (0.001) (0.2) (0.17) (0.12)
Percentiles 10 - 90 5.1/22.9  56/119 1.9/85 5.3/30.6 58/121 2.1/90

Las Tablas 9.5 a 9.8 nos muestran una descripcion general de las caracteristicas
somatométricas de los pacientes reclutados en el estudio. Se muestran las caracteristicas
de los subgrupos considerados en el estudio. Tabla 9.6 pacientes con ectasia
pieloureteral-hidronefrosis. Tabla 9.7 pacientes con reflujo vesicoureteral. Tabla 9.8
pacientes con infecciones urinarias recurrentes.
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Tabla 9.6. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio de ectasia pieloureteral para las variables

edad, peso, talla.

Grupo Control

Grupo experimental

(n=117) (n=75)

Peso Talla Edad Peso Talla Edad

(Kg) (cm) (meses) (Kg) (cm) (meses)
Media (DS) 9.009 77.78 15.135 8.076 63.67 10.630
Intervalo confianza 95%, 7.145-  59.64- 6.993- 5494- 41.40- 3.498-
media 10.873  95.92 23.277 10.657 85.93 17.761
Error estandar media 0.9182 7.867 4.106 1.2236 5.175 3.3800
Mediana (DS) 8.050 68 6.083 5.850 59 3.350
Varianza 30.348 556.94 579.046 26.947 80.333  205.639

4

Valor minimo 4 54 0.9 3.2 58 1.0
Valor maximo 34.0 118 106.7 235 74 52.0
Asimetria 2.979 0.789 2.649 1.905 1.708 1.929
Error estandar asimetria 0.393 0.717 0.393 0.536 1.225 0.536
Curtosis 11.786  -0.962 6.653 3.692 . 3.286
Error estandar curtosis 0.768 1.400 0.768 1.038 . 1.038
Amplitud intercuartil (1QC) 4.3 44 8.7 5.3 . 14.7
Test de Kolmogorov— 0.23 0.23 0.36 0.32 0.36 0.35
Smirnov, (P) (0.17) (0.18) (0.001)

Percentiles 10 — 90 4.1/15.7 54/102  0.86/67 4.8/5.7  58/59 1.3/2.6

Tabla 9.7. Descripcién estadistica de la cohorte de estudio de reflujo vesicoureteral para las variables
edad, peso, talla.

Grupo Control Grupo experimental

(n=117) (n=75)

Peso Talla Edad Peso Talla Edad

(Kg) (cm) (meses) (Kg) (cm) (meses)
Media (DS) 12.463  77.42 26.656 11..750 86.86 25.496
Intervalo confianza 95%, 10.012- 58.52- 16.689- 9.096- 70.37- 13.090-
media 14914 96.31 36.622 14.404 103.34 37.902
Error estandar media 1.1752 7.351 47778 1.2578 6.738 5.8801
Mediana (DS) 12 71.50 20.800 11.150 87 18.733
Varianza 29.001 324.24  479.381 28.476 317.810 622.365
Valor minimo 3.7 57 1.2 4.6 65 25
Valor maximo 22 109 76.4 225 111 100.3
Asimetria 0.466 1.167 0.966 0.591 0.115 1.704
Error estandar asimetria 0.501 0.845 0.501 0.536 0.794 0.536
Curtosis -0.524 1.611 0.091 -0.530 -1.828 3.658
Error estandar curtosis 0.972 1.741 0.972 1.038 1.587 1.038
Amplitud intercuartil (1QC) 7 25 32.7 7.6 34 31.3
Test de Kolmogorov— 0.29 0.28 0.24 0.14 0.19 0.22
Smirnov, (P) 0.2) (0.13) 0.2) (0.2) (0.2) (0.2)

Percentiles 10 — 90 5.2/14.5 57/91 1.9/29 8/17 65/104 7.4/46
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Tabla 9.8. Descripcién estadistica de la cohorte de estudio de infecciones urinarias recurrentes para las
variables edad, peso, talla.

Grupo Control

Grupo experimental

(n=117) (n=75)

Peso Talla Edad Peso Talla Edad

(Kg) (cm) (meses) (Kg) (cm) (meses)
Media (DS) 16.242  83.92 41.406 15.881 101.40 37.451
Intervalo confianza 95%, 13.510- 69.46- 31.236- 12.678- 70.78- 25.642-
media 18.973  98.39 51.577 19.083 132.02 49.261
Error estandar media 1.3640 6.640 5.0789 15776 11.030 5.8229
Mediana (DS) 12 73.50 23.550 13 107 23.967
Varianza 107.915 573202  1496.136  89.600 608.300 1254.517
Valor minimo 45 62 1.3 6 63 4.8
Valor maximo 44 125 155.2 39 124 125.3
Asimetria 1.134 1.040 0.874 1.014 -1.085 1.220
Error estandar asimetria 0.314 0.616 0.314 0.393 0.913 0.388
Curtosis 0.436 -0.668 -0.252 -0.111 0.651 0.403
Error estandar curtosis 0.618 1.191 0.618 0.768 2.00 0.759
Amplitud intercuartil (1QC) 14.7 41 65.5 16.8 44 42.4
Test de Kolmogorov— 0.32 0.34 0.39 0.30 0.20 0.21
Smirnov, (P) (0.02) (0.01) (0.001) 0.1) 0.2) 0.2)
Percentiles 10 - 90 4.1/19  54/118 1.9/76 8/28 65/114 7.4/68

Las Tablas 9.9 a 9.16 muestran los valores bioquimicos urinarios en la cohorte
de estudio y en cada uno de los subgrupos considerados.

Tabla 9.9. Descripcion general de la cohorte de estudio para las variables glucosa, creatinina (Cr), urea
en orina.

Grupo Control Grupo experimental

(n=117) (n=75)
Glucosa Cr Urea Glucosa Cr Urea
(mg/dl)  (mg/dl)  (mg/dl)  (mg/dl)  (mg/dl)  (mg/dl)
Media (DS) 6,09 63,90 1886 6,95 54,28 1596,33
Intervalo confianza 95%, 4,81-7,37 49/4- 1482- 5,07- 39,99- 2074,31-
media 78,3 2289 8,82 68,57 228,36
Error estandar media 0.62 7,07 197,93 0.89 6,82 228,36
Mediana (DS) 6,00 63,45 1842,2 6,50 54,60 1656,50
Varianza 12,60 1603,9 1253732 16,05 932,17 1043040
Valor minimo 1,0 3,00 179,0 1,0 3,80 3319,4
Valor méaximo 16,0 165,1 44482 19,0 106,6 3248,4
Asimetria 0.80 0.42 0.31 1,58 0.10 0.11
Error estandar asimetria 0.41 0.41 0.41 0.51 0.51 0.51
Curtosis 0.71 -0.11 -0.48 3,63 -1,01 -1,33
Error estandar curtosis 0.80 0.80 0.80 0.99 0.99 0.99
Amplitud intercuartil (1QC) 50 63,8 1599,4 3,8 55,6 1922,5
Test de Kolmogorov— 0.12 0.06 0.06 0.19 0.12 0.14
Smirnov, (P) 0.20 0.20 0.20 0.04 0.20 0.20
Percentiles 10 - 90 2,0-11,4 11,6- 285,8- 1,1-13,6 15,4- 410.4-
112,9 3591,4 103,9 3047,2
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Tabla 9.10. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio de ectasia pieloureteral para las variables
glucosa, creatinina (Cr), urea en orina.

Grupo Control

Grupo experimental

(n=117) (n=75)
Glucosa Cr Urea Glucosa Cr Urea
(mg/dl)  (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Media (DS) 6,25 59,55 1997,45 5,28 40.21 1183,07
Intervalo confianza 95%, 4,26-8,23  34,33- 1131,93- 2,52-8,04  8,65- 116,30-
media 84,77 2862,96 71,76 2249,83
Error estandar media 0.83 10.66 366,02 0.12 12,89 435,96
Mediana (DS) 6,50 58,55 2028,75 5,00 33,10 570.70
Varianza 5,64 910.06 1071812,68 8,90  1164,10 133045557
Valor minimo 2,0 11,6 232,2 1,0 3,8 71,0
Valor maximo 10.0 104,8 3446,0 10.0 105,6 3051,3
Asimetria -0.30 0.08 -0.33 0.19 0.79 0.98
Error estandar asimetria 0.75 0.75 0.75 0.79 1,52 0.79
Curtosis 0.90 -0.23 -0.25 -0.22 1,58 -0.75
Error estandar curtosis 1,48 1,48 1,48 1,58 1,58 1,58
Amplitud intercuartil (1QC) 2,8 47,8 1586,1 4,0 44,5 21114
Test de Kolmogorov— 0.17 0.16 0.11 0.14 0.18 0.27
Smirnov, (P) 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.12
Percentiles 10 - 90 2,00-7,75 11,60- 232,20- 1,0-7,0 3,8- 71,0-
87,37 2871,10 59,30 2517,70

Tabla 9.11. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio de reflujo vesicoureteral para las variables
glucosa, creatinina (Cr), urea en orina.

Grupo Control

Grupo experimental

(n=117) (n=75)

Glucosa Cr Urea Glucosa Cr Urea

(mg/dl)  (mg/dl)  (mg/dl)  (mg/dl)  (mg/dl)  (mg/dl)
Media (DS) 9,00 65,76 1858,00 10.60 54,92  1380.020
Intervalo confianza 95%, -6,11- -63,72- -2239,16-  3,32- 28,69- 432,75-
media 24,11 195,25 5955,16 17,87 81,14 2327,28
Error estandar media 3,51 30.09 952,24 2,61 9,44 341,18
Mediana (DS) 12,00 69,00 1509,30 9,00 59,90 1531,90
Varianza 37,00 2717,04 272029387 3430 446,13 582020.63
Valor minimo 2,00 12,1 410.9 5,00 21,2 4479
Valor maximo 13,00 116,2 3653,8 19,00 73,2 2345,3
Asimetria -1,68 -0.27 0.90 0.73 -1,21 -0.04
Error estandar asimetria 1,22 1,22 1,22 0.91 0.91 0.91
Curtosis -1,04 1,33 -147
Error estandar curtosis 2,00 2,00 2,00
Amplitud intercuartil (1QC) . . . 11 36,7 14423
Test de Kolmogorov— 0.35 0.19 0.25 0.20 0.21 0.17
Smirnov, (P) . . . 0.20 0.20 0.20
Percentiles 10 - 90 2-12 12,10-69  410.90- 5-16,5 21,20- 447 ,90-

2063,20 72,50 2063,20
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Tabla 9.12. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio de infecciones urinarias recurrentes para las
variables glucosa, creatinina (Cr), urea en orina.

Grupo Control

Grupo experimental

(n=117) (n=75)
Glucosa Cr Urea Glucosa Cr Urea
(mg/dl)  (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Media (DS) 5,50 58,070  1896,47 3,80 31,22 829,02
Intervalo confianza 95%, 3,55-7,44 35,87- 1167,86- 0.96- -10.14-  -135,98-
media 80.27 2625,07 6,63 72,58 1794,02
Error estandar media 0.85 9,81 322,08 1,01 14,89 347,56
Mediana (DS) 5,50 58,55 1842,20 3,00 22,40 478,70
Varianza 7,38 963,04  1037384,53 520  1109,73 604019,79
Valor minimo 1,0 3,0 202,3 1,0 3,8 71,0
Valor maximo 10.0 94,6 3769,4 7,0 88,8 2023,5
Asimetria 0.00 -0.44 0.22 0.40 1,36 1,05
Error estandar asimetria 0.68 0.68 0.68 0.91 0.91 0.91
Curtosis -0.43 31,22 0.34 -0.17 3,81 0.31
Error estandar curtosis 1,33 14,89 1,33 2,00 2,00 2,00
Amplitud intercuartil (1QC) 5,0 58,2 1368,9 4,0 48,3 1355,9
Test de Kolmogorov— 0.12 0.16 0.15 0.23 0.35 0.27
Smirnov, (P) 0.20 0.20 0.20 0.20 0.03 0.20
Percentiles 10 - 90 1,20-9,80  5,36- 276,22- 1,00- 3,8- 71,00-
94,23 3689,82 6,00 57,55 1594,55

Tabla 9.13. Descripcién general de la cohorte de estudio para las variables sodio (Na), potasio (K), cloro

(CI) en orina.
Grupo Control Grupo experimental
(n=117) (n=75)
Na K Cl Na K Cl
(mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEg/L)

Media (DS) 83,35 53,54 80.75 80.69 54,21 79,57
Intervalo confianza 95%, 67,27- 44,11- 64,99- 60.07- 44,17- 60.47-
media 99,44 62,97 96,52 101,32 64,25 98,67
Error estandar media 8,04 4,71 7,89 10.21 497 9,46
Mediana (DS) 75,50 42,62 68,95 65,0 46,58 65,5
Varianza 4144,01 142494  3984,82  4490.26  1064,89  3852,09
Valor minimo 2 43 54 3 10.9 7,5
Valor maximo 281 161 220.2 229 151,7 253,3
Asimetria 0.89 1,39 0.72 0.61 1,16 1,08
Error estandar asimetria 0.29 0.29 0.29 0.36 0.36 0.36
Curtosis 0.65 1,37 -0.46 -0.87 0.97 0.86
Error estandar curtosis 0.59 0.59 0.59 0.70 0.70 0.70
Amplitud intercuartil 92,3 35,7 98,8 122 41,8 84,9
(1QC)
Test de Kolmogorov— 0.10 0.17 0.12 0.13 0.16 0.12
Smirnov, (P) (0.08) (0.00) (0.02) (0.05)  (0.00) (0.10)
Percentiles 10 - 90 8-179,5 17,86- 9,8-180.8 6,8-174,6 21,08- 12,8-

118,82 110.59 173,98
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Tabla 9.14. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio de ectasia pieloureteral para las variables
sodio (Na), potasio (K), cloro (Cl) en orina.

Grupo Control Grupo experimental
(n=117) (n=75)
Na K Cl Na K Cl
(mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEqg/L)
Media (DS) 64,06 58,92 70.55 26,07 55,33 32,03
Intervalo confianza 95%, 38,38- 39,75- 45,65- 10.82- 32,38- 18,13-
media 90.81 78,10 95,45 41,32 78,27 45,94
Error estandar media 12,52 9,16 11,89 6,99 10.53 6,38
Mediana (DS) 61 47,96 77,09 16 51,03 25,70
Varianza 3138,46  1678,48  2831,04 636,91 1441,46 529,73
Valor minimo 3 10.8 7,2 3 16,9 7,5
Valor maximo 180 144,8 151,7 81 151,7 775
Asimetria 0.74 0.94 0.13 1,13 1,4 0.82
Error estandar asimetria 0.51 0.51 0.51 0.61 0.61 0.61
Curtosis -0.21 -0.05 -1,60 0.23 2,40 -0.50
Error estandar curtosis 0.99 0.99 0.99 1,19 1,19 1,19
Amplitud intercuartil 88 57,2 102,3 42,5 53,4 36
(1QC)
Test de Kolmogorov— 0.15 0.17 0.22 0.25 0.15 0.22
Smirnov, (P) (0.20) (0.10) (0.01) (0.01) (0.20) (0.08)
Percentiles 10 - 90 3,5-174,5 12,01- 8,63- 3,4-73,4 17,53- 9,1-72,70
139,10 142,81 127,57

Tabla 9.15. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio de reflujo vesicoureteral para las variables
sodio (Na), potasio (K), cloro (CI) en orina.

Grupo Control Grupo experimental
(n=117) (n=75)
Na K Cl Na K Cl
(mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEg/L)

Media (DS) 88,45 55,82 87,45 93,83 41,04 90.36
Intervalo confianza 95%, 53,94- 37,57- 42,03- 56,04- 23,85- 53,69-
media 122,96 74,08 132,87 131,62 5,24 127,03
Error estandar media 15,48 8,19 20.38 17,17 7,81 16,66
Mediana (DS) 87,00 53,11 66 92,50 32,15 88,85
Varianza 2638,67 738,27 4570.60  3538,15 732,59 3331,45
Valor minimo 3 14 10.3 8 10.9 10.6
Valor maximo 156 108,2 209 174 112,5 182,1
Asimetria -0.40 0.29 0.78 -0.09 1,94 0.10
Error estandar asimetria 0.66 0.66 0.66 0.63 0.63 0.63
Curtosis -0.94 0.14 -0.52 -1,56 4,20 -1,28
Error estandar curtosis 1,27 1,27 1,27 1,23 1,23 1,23
Amplitud intercuartil 98 37,1 103,2 103,8 19,3 100.9
(1QC)
Test de Kolmogorov— 0.16 0.12 0.17 0.18 0.26 0.12
Smirnov, (P) (0.20) (0.20) (0.20) (0.20) (0.02) (0.20)
Percentiles 10 - 90 6,20- 15,35- 12,30- 11-172,80  14,79- 11,92-

154,40 102,89 135,80 44,80 140.92
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Tabla 9.16. Descripcion estadistica de la cohorte de estudio de infecciones urinarias recurrentes para las
variables sodio (Na), potasio (K), cloro (CI) en orina.

Grupo Control

Grupo experimental

(n=117) (n=75)
Na K Cl Na K Cl
(mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEg/L) (mEg/L)

Media (DS) 70.93 53,34 74,20 72 44,63 69,81
Intervalo confianza 95%, 35,14- 28,94- 37,77- -6,27- 27,22- -1,84-
media 106,73 77,74 110.62 150.27 62,03 141,47
Error estandar media 16,79 11,44 17,08 31,98 7,11 29,28
Mediana (DS) 54 38,70 42,10 35 0.43 56,10
Varianza 4512,19  2096,28 467190  7162,33 354,33 6004,10
Valor minimo 3 43 54 3 16,9 7,5
Valor maximo 250 153,7 220.2 204 73 220.5
Asimetria 1,58 1,53 0.85 0.91 -0.22 1,48
Error estandar asimetria 0.56 0.56 0.56 0.79 0.79 0.79
Curtosis 2,46 1,14 -0.50 -1,06 -0.09 1,82
Error estandar curtosis 1,09 1,09 1,09 1,58 1,58 1,58
Amplitud intercuartil 82,3 29,1 115,4 170 21,7 109,3
(1QC)
Test de Kolmogorov— 0.19 0.33 0.24 0.24 0.23 0.28
Smirnov, (P) (0.12) (0.00) (0.01) (0.20) (0.20) (0.09)
Percentiles 10 - 90 7,9- 14,20- 8,13- 3-174 7,5-121,5 13,25-

102,75 55,60 134,97 89,05

9.4. Descripcion de los microorganismos identificados.

La Tabla 9.17 resume los microorganismos aislados en la ITU previa a la
entrada en el estudio. El 44.2 % de todas las infecciones se deben a E. coli. y se
producen en nifias en el 54.1 % de las ocasiones. El siguiente microorganismo en
frecuencia es la Klebsiella que se observa en el 5% de las ocasiones.

Tabla 9.17. Frecuencia de aislamientos bacterianos en las ITU previas al ingreso en el ensayo.

Intervencién Total
Trimetoprima Arandano
Microorganismo  No infeccién
primera infeccion 50 25 75
(entrada en el
estudio)
E. coli 47 38 85
Proteus mirabilis 3 3 6
Klebsiella 4 6 10
Pseudomona aeruginosa 2 0 2
S. aureus 3 2 5
S. epidermidis 1 0 1
Enterobacter 4 1 5
Morganella Morganii 2 0 2
Enterococo 1 0 1
Total 117 75 192
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Tabla 9.18. Frecuencia de aislamientos bacterianos en las ITU durante el periodo de seguimiento del
ensayo.

Intervencion

Trimetoprima Aréandano Total
Microorganismo  Sin infeccion
Gltima infeccion
(salida del %4 57 151
estudio)
E. coli 14 11 25
Proteus mirabilis 3 3 6
Klebsiella 1 3 4
S. epidermidis 0 1 1
Enterococo 3 0 3
Enterobacter 1 0 1
S. haemolyticus 1 0 1
Total 117 75 192

Como se aprecia en la Tabla 9.18 la frecuencia de infecciones por E. coli en
pacientes que reciben profilaxis (arandano o trimetoprima) disminuye hasta el 13% en el
periodo de seguimiento. La presencia de infeccion urinaria, por cuestiones de disefio del
estudio, motivo la salida del paciente del seguimiento. La prevalencia de ITU por E. coli
disminuyé tras el seguimiento en un 9.3% entre los pacientes que reciben trimetoprima
y un 14.9% entre los que reciben arandano.

La prevalencia de infeccion de orina en nuestra cohorte de estudio durante el
periodo de seguimiento (periodo en que recieben profilaxis) es del 21.3%, lo que supone
una reduccion de la prevalencia de 1TU de 39.6% durante el periodo de seguimiento.
Hay que resefiar que el 72% de los pacientes con ITU por E. coli fueron nifias. Durante
el periodo de seguimiento la prevalencia de ITU por microorganismos distintos a E. coli
fue del 8.3%, frente al 16.6% observado al inicio del ensayo en nuestra cohorte.

9.5. Resultados del analisis de supervivencia

Para estimar la probabilidad de infeccion en un tiempo t; durante el periodo de
seguimiento utilizamos el método de Kaplan-Meier que aplica la ley multiplicativa de
probabilidades, es decir multiplica la probabilidad de no tener infeccién en el tiempo
anterior t ;.1 por la probabilidad (condicionada) de que los pacientes lleguen al tiempo j
tamben sin infeccion. Como puede verse en las siguientes Tablas, esta probabilidad al
inicio vale 1 porque a su entrada en el estudio todos los sujetos no tienen infeccion,
hemos codificado el tiempo de permanencia en el estudio en dias, conforme vamos
avanzando en el seguimiento vamos observando la disminucion de la probabilidad
permanecer sin infeccion. Estas probabilidades se detallan para los pacientes que
reciben ardndano americano o placebo.

9.5.1. Estimacidn de la probabilidad ITU en la cohorte
Las Tablas 9.18 y 9.19 muestran los resultados del anélisis de Kaplan-Meier en

la cohorte completa (nifios y nifias) y para el conjunto de los criterios de inclusién
considerados.
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Tabla 9.19. Resultados de la estimacién de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccidon urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (cohorte
completa).

Proporcion acumulada
de permanencia sin

infeccion
Intervencion Tiempo N°acumulado  N° de casos
(dias) Estado Estimado EE de eventos restantes

Trimetoprima 1 33 Infeccion 0.991 0.009 1 107

2 37 Infeccion . . 2 106

3 37 Infeccion . . 3 105

4 37 Infeccion 0.963 0.018 4 104
5 .

37 Intplera_nma _ _ 4 103
digestiva

6 gg llempo 4 102
completo

! 41 Retirada 4 101
voluntaria

8 46 Infeccion 0.953 0.020 5 100

9 47 Infeccion 0.944 0.022 6 99

10 49 Infeccion 0.934 0.024 7 98

1 49 Tiempo 7 97
completo

12 49 Perdido 7 96

13 49 Retirada 7 95
voluntaria

14 56 Infeccion 0.925 0.026 8 94

15 63 Tiempo 8 03
completo

16 63 Tiempo 8 92
completo

17 64 Infeccién 0.914 0.027 9 91

18 g etirada . . 9 90
voluntaria

19 75 Infeccion 0.904 0.029 10 89

20 80 Infeccion 0.894 0.030 11 88

21 87 Tiempo 11 87
completo

2 gr ~Tlempo 11 86
completo

23 gp ~Retirada . . 11 85
voluntaria

24 94 Tiempo 11 84
completo

25 97 Infeccion 0.884 0.032 12 83

26 98 Infeccion 0.873 0.033 13 82

21 98 Tiempo 13 81
completo

28 gg ~Retirada . . 13 80
voluntaria

29 98 Tiempo 13 79
completo
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Tabla 9.19 (2). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccidon urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (cohorte

completa).

Proporcion acumulada
de permanencia sin

infeccion
Intervencion Tiempo N°acumulado  N° de casos
(dias) Estado Estimado EE de eventos restantes

30 99 Infeccion 0.862 0.034 14 78

31 112 Infeccion 0.851 0.036 15 77

32 114 Infeccién 0.840 0.037 16 76

33 123 Perdido . . 16 75

34 127 Infeccion 0.829 ,038 17 74

35 132 Retlradz_i 17 73
voluntaria

36 141 Retlradz_i 17 72
voluntaria

37 144 Tiempo 17 71
completo

38 148 Infeccion 0.817 0.039 18 70

39 15p ~ Retirada 18 69
voluntaria

40 153 Infeccion 0.805 0.040 19 68

41 154 Tiempo 19 67
completo

42 161~ hetirada 19 66
voluntaria

43 161 Tiempo 19 65
completo

44 162 Infeccion 0.793 0.042 20 64

45 163~ Retirada 20 63
voluntaria

46 175 Infeccion 0.780 0.043 21 62

47 189 Infeccidn : : 22 61

48 189 Infeccion 0.755 0.045 23 60

49 190 ~Retirada 23 59
voluntaria

>0 196 11empo 23 58
completo

51 196 ~Retirada 23 57
voluntaria

52 196 11empo 23 56
completo

53 202 Infeccion 0.741 0.046 24 55

>4 216~ Retirada 24 54
voluntaria

> 018 llempo 24 53
completo

5 220 Tiempo 24 52
completo

> 228 Tiempo 24 51
completo
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Tabla 9.19 (3). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccidon urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (cohorte
completa).

Proporcion acumulada
de permanencia sin

infeccion
Intervencion Tiempo N°acumulado  N° de casos
(dias) Estado Estimado EE de eventos restantes

>8 p47 ~ Retirada . . 24 50
voluntaria

59 262 Tiempo 2 49
completo

60 268 Infeccion 0.726 0.048 25 48

61 g3 llempo 25 47
completo

62 290 Ilempo 25 46
completo

63 297 Infeccion 0.710 0.049 26 45

o4 304 llempo 26 44
completo

65 304 llempo 26 43
completo

66 317 Infeccion 0.694 0.051 27 42

o7 31y~ Retirada 27 41
voluntaria

68 324 Tiempo 27 40
completo
69 Intol .

37 'Mmolerancia 27 39
digestiva

70 333 llempo 27 38
completo

& 344 ~1lempo 27 37
completo

2 34 llempo 27 36
completo

3 35y llempo 27 35
completo

74 357 llempo 27 34
completo

& 364 llempo 27 33
completo

76 365 Infeccion 0.673 0.053 28 32

" 35 1empo 28 31
completo

8 365 llempo 28 30
completo

& 35 lempo 28 29
completo

80 35 lempo 28 28
completo

o 365 lempo 28 27
completo
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Tabla 9.19 (4). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccidon urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (cohorte

completa).

Proporcion acumulada
de permanencia sin

infeccion
Intervencion Tiempo N°acumulado  N° de casos
(dias) Estado Estimado EE de eventos restantes

82 35 llempo 28 26
completo

83 35 llempo 28 25
completo

84 35 llempo 28 24
completo

8 365 llempo 28 23
completo

8 35 llempo 28 22
completo

87 35 llempo 28 21
completo

88 365 llempo 28 20
completo

89 365 llempo 28 19
completo

%0 35 llempo 28 18
completo

o 35 llempo 28 17
completo

%2 365 llempo 28 16
completo

% 365 llempo 28 15
completo

%4 365 llempo 28 14
completo

% 365 llempo 28 13
completo

% 365 llempo 28 12
completo

o 365 llempo 28 11
completo

% 365 llempo 28 10
completo

% 365 llempo 28 9
completo

100 35 llempo 28 8
completo

lo1 35 llempo 28 7
completo

102 365 Tiempo 28 6
completo

103 365 Tiempo 28 5
completo
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Tabla 9.19 (5). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccidon urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (cohorte
completa).

Proporcion acumulada
de permanencia sin

infeccion
Intervencion Tiempo N°acumulado  N° de casos
(dias) Estado Estimado EE de eventos restantes

104 35 llempo 28 4
completo

105 445 Tiempo 28 3
completo

106 35 llempo 28 2
completo

107 g5 Tiempo 28 1
completo

108 35 llempo 28 0
completo

Tabla 9.20. Resultados de la estimacién de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccidn urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (cohorte
completa).

Proporcion acumulada
de permanencia sin

infeccion
Intervencion Tiempo N° acumulado  N° de casos
(dias) Estado Estimado EE de eventos restantes
Arandano 1 15 Infeccién 0.986 0.014 1 71
2 16 Infeccion 0.972 0.019 2 70
3 20 Infeccion 0.958 0.024 3 69
4 27 Infeccion ,944 0.027 4 68
5 30 Retiradz_a 4 67
voluntaria
6 37 Infeccién 0.930 0.030 5 66
7 43 Retiradg 5 65
voluntaria
8 63 Perdido . . 5 64
9 69 Infeccién 0.916 0.033 6 63
10 75 Infeccién 0.901 0.035 7 62
11 Tiem
8 corﬁplg?o ! 61
12 79 Infeccion 0.886 0.038 8 60
13 84 Infeccion 0.872 0.040 9 59
14 Retirada
84 voluntaria 9 58
15 91 Alergia . . 9 57
16 94 Infeccion 0.856 0.042 10 56
17 .
95 Indtplera_nma 10 55
igestiva
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Tabla 9.20 (2). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (cohorte

completa).

Proporcion acumulada
de permanencia sin

infeccion
Intervencion Tiempo N°acumulado  N° de casos
(dias) Estado Estimado EE de eventos restantes
18 136 Infeccion 0.841 0.044 11 54
19 139 Perdido 11 53
20 140 lempo 11 52
completo
21 141 Infeccion 0.825 0.046 12 51
22 150 ~_llempo 12 50
completo
23 151 Infeccién 0.808 0.048 13 49
24 152 Retlradz_i 13 48
voluntaria
25 153 Retlradz_i 13 47
voluntaria
26 154 Infeccién 0.791 0.050 14 46
27 158 Retlradz_i 14 45
voluntaria
28 Intolerancia
163 digestiva 14 44
29 168 Tiempo 14 3
completo
30 168 Tiempo 14 42
completo
31 171 Infeccion 0.772 0.052 15 41
2 )
3 183~ hetirada 15 40
voluntaria
33 185 Tiempo 15 39
completo
34 194 ~ Retirada 15 38
voluntaria
35 196 Infeccion 0.752 0.055 16 37
36 205 Infeccion 0.732 0.057 17 36
37 p07 ~ Retirada 17 35
voluntaria
38 226 Infeccion 0.711 0.059 18 34
39 i
234~ 1lempo 18 33
completo
40 g4~ Retirada 18 32
voluntaria
41 g43 ~ Retirada 18 31
voluntaria
42 i
2pq ~ Retirada 18 30
voluntaria
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Tabla 9.20 (3). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (cohorte
completa).

Proporcion acumulada
de permanencia sin

infeccion
Intervencion Tiempo N°acumulado  N° de casos
(Dias) Estado Estimado EE de eventos restantes
43 oge ~Retirada . . 18 29
voluntaria
44 318 llempo 18 28
completo
45 330 Perdido . . 18 27
46 365 Infeccion 0.684 0.062 19 26
4 35 llempo 19 25
completo
48 35 llempo 19 24
completo
49 35 llempo 19 23
completo
>0 35 llempo 19 22
completo
>1 35 llempo 19 21
completo
>2 35 llempo 19 20
completo
>3 35 llempo 19 19
completo
>4 35 llempo 19 18
completo
> 35 lempo 19 17
completo
>0 35 llempo 19 16
completo
> 35 llempo 19 15
completo
>8 35 llempo 19 14
completo
> 35 llempo 19 13
completo
60 35 llempo 19 12
completo
61 35 llempo 19 11
completo
62 35 llempo 19 10
completo
63 35 llempo 19 9
completo
64 i
365 llempo 19 8
completo
65 i
35 llempo 19 7
completo
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Tabla 9.20 (4). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (cohorte

completa).
Proporcion acumulada
de permanencia sin
infeccion
Intervencion Tiempo N°acumulado  N° de casos
(dias) Estado Estimado EE de eventos restantes

06 35 llempo 19 6
completo

o7 35 llempo 19 5
completo

08 35 llempo 19 4
completo

69 365 llempo 19 3
completo

70 35 llempo 19 2
completo

& 35 llempo 19 1
completo

& 365 llempo 19 0
completo

De las Tablas anteriores se deduce que la probabilidad acumulada de
permanencia sin infeccién de orina en los pacientes que reciben una intervencion se
puede calcular segun la expresion:

S(t) =z o2 EE S(t)

La probabilidad acumulada de permanencia sin infeccion a los 6 meses de los
pacientes que reciben arandano es de un 77.2%:

IC 95%: 0.772 + 1.96 x 0.052 = 0.67 a 0.87 (67 a 87%).

La probabilidad acumulada de permanencia sin infecciéon a los 6 meses de los
pacientes que reciben trimetoprim es de un 78%:

IC 95%: 0.780 + 1.96 x 0.043 = 0.69 a 0.86 (69 a 86%).

Como se aprecia en la siguiente Tabla, finalizan el afio de seguimiento un total
de 100 pacientes, 64 de los cuales corresponden al grupo que recibe trimetoprim y 36 al
grupo que recibe ardndano. Existen un ndmero similar de retiradas voluntarias del
estudio, pérdidas y alergia en ambos grupos. La intolerancia digestiva se observa en 5
casos de los que reciben trimetoprim frente a 2 que reciben ardndano. Se observan 28
infecciones en el grupo que recibe trimetoprim, frente a 19 en el grupo que recibe
ardndano
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Tabla 9.21. Recuento del estado de pacientes al finalizar el periodo de seguimiento.

Intervencion

Trimetoprima Arandano Total
Estado  Tiempo completo 64 36 100
Retirada voluntaria 16 14 30
Perdido 3 3 6
Intolerancia digestiva 5 2 7
Infeccion 28 19 47
Alergia 1 1 2
Total 117 75 192

Tabla 9.22. Estimacion del tiempo medio sin infeccion urinaria para cada intervencion.

Intervencion Media IC 95%
Trimetoprima 295.1 271.3- 318.7
Arandano 292.5 262.6-322.4
Todos 294.1 275.7-312.4
1,07
Intervencion
0,87] I Trimetoprim
—I"T Arandano
JF Trimetoprim censurado
+ Arandano-censurado
= 0,67
=
S
]
8
§ 0,477
<
X
0,27
0,07
I I I I I
0 100 200 300 400

Tiempo (dias)

Figura 9.4. Curva de supervivencia (1-supervivencia) equivalente al % acumulado de ITU en cada
intervencion del estudio (Cohorte completa).
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Tabla 9.23. Comparacion de las curvas de supervivencia (Permanencia sin infeccidn).

Chi-Cuadrado al Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 0.003 1 0.954

9.5.2. Estimacion de la probabilidad ITU en la cohorte segun género

Las siguientes Tablas describen la probabilidad de ITU en nifios y nifias de
nuestra cohorte.

Tabla 9.24. Resumen de casos al final del periodo de seguimiento.

Género  Intervencion N° de Eventos Censurado
N° casos % N° casos %
Varon Trimetoprim 48 8 40 83.3
Arandano 32 9 23 71.9
Ambos 80 17 63 78.8
Hembra  Trimetoprim 69 20 49 71.0
Arandano 43 10 33 76.7
Ambos 112 30 82 73.2
Total 192 47 145 75.5

Tabla 9.25. Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (cohorte de

nifos).
Proporcion
acumulada de
permanencia sin
infeccion NG Ne de
Intervencion Tiempo acumulado casos
N°  (dias) Estado Estimado EE de eventos restantes
Trimetoprima 1 33 Infeccion 0.977 0.023 1 42
2 49 Tiempo 1 41
completo
3 63 Tiempo 1 40
completo
4 63 Tiempo 1 39
completo
5 64 Infeccidn 0.952 0.033 2 38
6 75 Infeccion 0.927 0.041 3 37
7 80 Infeccidn 0.902 0.047 4 36
8 5 Tiempo 4 35
completo
S 94 Tiempo 4 34
completo
10 97 Infeccidn 0.875 0.052 5 33
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Tabla 9.25. (1) Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (cohorte de
nifios).

Proporcion
acumulada de
permanencia sin

infeccion N© N° de
Intervencion Tiempo acumulado casos

N° (dias) Estado Estimado EE de eventos restantes

1 08 Tiempo 5 32
completo

12 08 Retirada . . 5 31
voluntaria

13 08 Tiempo 5 30
completo

14 99 Infeccion 0.846 0.058 6 29

15 43  Reiada | | 6 28
voluntaria

VT Retirada . . 6 27
voluntaria

7 Tiempo 6 26
completo

18 152 Retirada . . 5 25
voluntaria

T Tiempo 6 24
completo

20 e Tiempo 6 23
completo

21 162 Infeccion 0.809 0.066 7 22

22 g  Refirada | | 7 21
voluntaria

2 8 Tiempo 7 20
completo

24 8 Tiempo 7 19
completo

B 6 Tiempo 7 18
completo

0 g3 Tiemwo 7 17
completo

27 297 Infeccion ,762 ,078 8 16

28 3m Tiempo 8 15
completo

2 am Tiempo 8 14
completo

0 a6 Tiempo 8 13
completo

3 56 Tiempo 8 12
completo

32 365 Tiempo 8 11
completo

B 65 Tiempo 8 10
completo
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Tabla 9.25. (2) Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (cohorte de

nifios).
Proporcion
acumulada de
permanencia sin
infeccion N© N° de
Intervencion Tiempo acumulado casos

N° (dias) Estado Estimado EE de eventos restantes

34 365 Tiempo 3 9
completo

35 365 Tiempo 3 3
completo

36 365 Tiempo 8 7
completo

37 365 Tiempo 8 6
completo

38 365 Tiempo 3 5
completo

39 365 Tiempo 8 A
completo

40 365 Tiempo 3 3
completo

41 365 Tiempo 3 5
completo

42 365 Tiempo 3 1
completo

43 365 Tiempo 3 0
completo

Tabla 9.26. Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccidn urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (cohorte

de nifios).
Proporcion
acumulada de
permanencia sin
infeccion NG N° de
Intervencion Tiempo acumulado casos

N° (dias) Estado Estimado EE de eventos restantes

Arandano 1 20 Infeccion 0.969 0.031 1 31
2 27 Infeccion 0.938 0.043 2 30
3 37 Infeccion 0.906 0.052 3 29
4 63 Perdido . . 3 28
5 69 Infeccion 0.874 0.059 4 27
6 78 Tiempo 4 2

completo
7 79 Infeccion 0.840 0.066 5 25
8 84 Infeccion 0.807 0.071 6 24
9 91 Alergia . : 6 23
10 94 Infeccion 0.772 0.076 7 22
11 136 Infeccion 0.737 0.080 8 21
12 152 Retiradr?l 8 20
voluntaria
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Tabla 9.26 (2). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccidn urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano (cohorte de nifios).

Proporcion
acumulada de
permanencia sin

infeccion N© N° de
Intervencion Tiempo acumulado casos

N° (dias) Estado Estimado EE de eventos restantes

13 158 Retlradq . . 8 19
voluntaria

14 163 Tiempo 8 18
completo

15 168 Tiempo 8 17
completo

16 171 Infeccion 0.693 0.087 9 16

17 183 Retlradg . . 9 15
voluntaria

18 194 Retlradg . . 9 14
voluntaria

19 207 Retlradg . . 9 13
voluntaria

20 264 Retlradz_i . . 9 12
voluntaria

21 365 Tiempo 9 11
completo

22 365 Tiempo 9 10
completo

23 365 Tiempo 9 9
completo

24 365 Tiempo 9 8
completo

25 365 Tiempo 9 7
completo

26 365 Tiempo 9 6
completo

27 365 Tiempo 9 5
completo

28 55 Tiempo 9 4
completo

29 365 Tiempo 9 3
completo

30 365 Tiempo 9 2
completo

31 365 Tiempo 9 1
completo

32 365 Tiempo 9 0
completo
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Tabla 9.27. Resultados de la estimacién de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (cohorte de

nifas).
Proporcion
acumulada de
permanencia sin
infeccion N© N° de
Intervencion Tiempo acumulado casos
N° (dias) Estado Estimado EE de eventos restantes
Trimetoprima 1 37 Infeccion . . 1 64
2 37 Infeccion . . 2 63
3 37 Infeccion 0.954 0.026 3 62
4 37 Intc_)Iera_nC| . . 3 61
a digestiva
5 38 Tiempo 3 60
completo
6 M Retlradz_i . . 3 59
voluntaria
! 46 Infeccion ,938 ,030 4 58
8 .,
47 Infeccion 0.922 0.034 5 57
o 49 Infeccion 0.905 0.037 6 56
10 .
49 Perdido . . 6 55
11 49 Retlradz_:l . . 5 54
voluntaria
12 56 Infeccion 0.889 0.040 7 53
13 68 Retlradz_:l . . 7 59
voluntaria
v g Tiempo 7 51
completo
15 92 Retlradz_:l . . 7 50
voluntaria
16 .,
98 Infeccion 0.871 0.043 8 49
17 .,
112 Infeccion 0.853 0.045 9 48
18 .,
114 Infeccion 0.835 0.048 10 47
19 .
123 Perdido . . 10 46
20 .,
127 Infeccion 0.817 0.050 11 45
21 .,
148 Infeccion 0.799 0.052 12 44
22 .,
153 Infeccion 0.781 0.054 13 43
23 161 Retlradz_i . . 13 42
voluntaria
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Tabla 9.27 (2). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (cohorte de
nifas).

Proporcion
acumulada de
permanencia sin

infeccion N© N° de
Intervencion Tiempo acumulado casos

N° (dias) Estado Estimado EE de eventos restantes

24 163 Retlradq . . 13 a1
voluntaria

25 175 Infeccion 0.762 0.056 14 40

26 189 Infeccion : . 15 39

27 189 Infeccion 0.724 0.059 16 38

28 190 Retlradg . . 16 37
voluntaria

22 196 Tiempo 16 36
completo

30 196 Retlradg . . 16 35
voluntaria

3 106 Tiempo 16 34
completo

32 202 Infeccion 0.702 0.061 17 33

3 0 Tiempo 17 32
completo

34 247 Retlradg . . 17 31
voluntaria

35 268 Infeccion 0.680 0.063 18 30

36 990 Tiempo 18 29
completo

3T 30 Tiempo . . 18 28
completo

38 317 Infeccidn 0.655 0.066 19 27

39 318 Retlradg . . 19 2
voluntaria

40 394 Tiempo 19 25
completo

41 307 Int(_)Iera_nm . . 19 24
a digestiva

42 333 Tiempo 19 23
completo

3 g5 Tiempo 19 22
completo

4 a7 Tiempo 19 21
completo

45 364 Tiempo 19 20
completo

46 365 Infeccion 0.623 0.070 20 19

AT 365 Tiempo 20 18
completo

48 365 Tiempo 20 17
completo

49 365 Tiempo 20 16
completo

0 365 Tiempo 20 15
completo

L 365 Tiempo 20 14
completo
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Tabla 9.27 (3). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (cohorte de

nifas).
Proporcion
acumulada de
permanencia sin
infeccion N© N° de
Intervencion Tiempo acumulado casos
N° (dias) Estado Estimado EE de eventos restantes
52 365 Tiempo 20 13
completo
3 365 Tiempo 20 12
completo
365 Tiempo 20 11
completo
% 365 Tiempo 20 10
completo
56 365 Tiempo 20 9
completo
57 365 Tiempo 20 8
completo
58 365 Tiempo 20 7
completo
59 Ti
365 1empo 20 6
completo
00 445 Tiempo 20 5
completo
01 365 Tiempo 20 4
completo
62 Tiempo
365 completo 20 3
63 365 Tiempo 20 2
completo
64 365 Tiempo 20 1
completo
65 365 Tiempo 20 0
completo

Tabla 9.28. Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccidn urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (cohorte

de nifias).
Proporcion
acumulada de
permanencia sin
infeccion N© N° de
Intervencion Tiempo acumulado €asos
N° (dias) Estado Estimado EE de eventos restantes
Ard 1

randano 15 Infeccion ~ 0.976 0.024 1 40

2 16 Infeccion 0.951 0.034 2 39

3 43 Retirada ) 38

voluntaria
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Tabla 9.28 (2). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (cohorte
de nifias).

Proporcion
acumulada de
permanencia sin

infeccion N© N° de
Intervencion Tiempo acumulado casos
N° (dias) Estado Estimado EE de eventos restantes
4 75 Infeccion 0.926 0.041 3 37
° 84 Retirada , . 3 36
voluntaria
6 95 Intc_)lerapu 3 35
a digestiva
7 139 Perdido 3 34
8 140 Tiempo . : 3 33
completo
9 141 Infeccion 0.898 0.048 4 32
10 150 Tiempo 4 31
completo
11 151 Infeccion 0.869 0.055 5 30
12 153 Retlradq 5 29
voluntaria
13 154 Infeccion 0.839 0.061 6 28
14 jg3  Intoleranci . . 6 27
a digestiva
15 168 Tiempo 6 26
completo
16 183 Retlradg . _ 6 25
voluntaria
17 185 Tiempo 6 24
completo
18 196 Infeccién 0.804 0.067 7 23
19 .,
205 Infeccion 0.769 0.073 8 22
20 .,
226 Infeccion 0.734 ,078 9 21
2L Tiempo 9 20
completo
22 240 Retlradz_:l . ' 9 19
voluntaria
23 Retirada
243 voluntaria ' ) 9 18
24 Retirada
286 voluntaria ' ) 9 17
25 318 Tiempo 9 16
completo
26 .
330 Perdido . . 9 15
27 .,
365 Infeccion ,685 ,086 10 14
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Tabla 9.28 (3). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (cohorte

de nifias).
Proporcion
acumulada de
permanencia sin
infeccion N© N° de
Intervencion Tiempo acumulado casos
N° (dias) Estado Estimado EE de eventos restantes
28 365 Tiempo 10 13
completo
2 365 Tiempo 10 12
completo
0 365 Tiempo 10 11
completo
31 Ti
365 1empo 10 10
completo
32 gg5  Tiempo 10 9
completo
33 ge5  Tiempo 10 8
completo
3 365 Tiempo 10 7
completo
% gg5  Tiempo 10 6
completo
36 365 Tiempo 10 5
completo
3 gg5  Tiempo 10 4
completo
3 ge5  Tiempo 10 3
completo
39 gg5  Tiempo 10 2
completo
40 g5 Tiempo 10 1
completo
4 e Tiempo 10 0
completo

Tabla 9.29. Tiempo sin infeccion en la cohorte de estudio por géneros.

Media EE 1C 95%
Varén Trimetoprima 309,7 17,8 274,7-344,7
Arandano 278,8 24,3 231,1-326,4
Ambos 296,7 14,6 268,1-325,4
Hembra  Trimetoprima 286,3 16,0 254,8-317,7
Aréndano 305,5 18,5 269,0-341,9
Ambos 294,0 11,9 270.5-317,4
Todos 294,7 9,21 276,5-312,9
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Tabla 9.30. Comparacion de las curvas de supervivencia (permanencia sin infeccién).

Género Chi-Cuadrado gl Sig.

Var6n Log Rank (Mantel-Cox) 0.869 1 0.351

Hembra Log Rank (Mantel-Cox) 0.555 1 0.456

Agrupados  Log Rank (Mantel-Cox) 0.001 1 0.977
Nifios

0,87

Intervencion
—I1 Trimetoprim
0,67 —I7T Arandano
1 Trimetoprim-censurado

-+ Arandano-censurado

% Acumulado de ITU

+

0,27

T T T T T
o] 100 200 300 400

Tiempo (dias)

Figura 9.5. Curva de supervivencia (1-supervivencia) equivalente al % acumulado de ITU en cada
intervencion del estudio (Cohorte de nifios).

Nifias

Intervencion
—I1 Trimetoprim
—I"1 Arandano
08 + Trimetoprim-censurado

+ Arandano-censurado

o
®
1

% Acumulado de ITU
B

o
N
1

0,07}

T T T T T
[ 100 200 300 400

Tiempo (dias)

Figura 9.6. Curva de supervivencia (1-supervivencia) equivalente al % acumulado de ITU en cada
intervencion del estudio (Cohorte de nifias).
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9.5.3. Estimacidn de la probabilidad ITU en lactantes menores de 12 meses.

Uno de los objetivos planteados al inicio del estudio es analizar la seguridad y
eficacia del arandano en la profilaxis de infeccion urinaria en lactantes, por tratarse de
pacientes donde la probabilidad de lesiones renales postpielonefritis y donde la
prevalencia de infeccion urinaria es mas elevada. Existen pocos estudios que analicen la
eficacia del arandano como profilaxis de la infeccion urinaria en lactantes, tampo co
existen datos sobre su seguridad. La Tabla 9.31 muestra los diagnosticos que motivaron
el reclutamiento al inicio del estudio en este grupo de poblacién.

Tabla 9.31. Diagnosticos que motivaron el reclutamiento de los lactantes menores de 12 meses.

Intervencion

Trimetoprima Arandano Total
Diagnostico  RVU grado 1 0 1 1
RVU grado 2 3 1 4
RVU grado 3 2 4 6
RVU grado 4 0 1 1
Ectasia pielica / Hidronefrosis 27 12 39
ITU de repeticion 19 12 31
Otras alteraciones anatémicas 1 1 )
Total 53 32 85
Tabla 9.32. Diagndsticos a la salida del ensayo en lactantes menores de 12 meses.
Intervencién
Trimetoprima Arandano Total
Estado  Tiempo completo 31 12 43
Retirada voluntaria 8 8 16
Perdido 0 1 1
Intolerancia digestiva 3 1 4
Infeccion urinaria 11 10 21
Total 53 32 85

Como puede verse en la Tabla 9.32 existe igual numero de abandonos de la
profilaxis en ambas ramas de tratamiento. No se aprecian mas intolerancias digestivas al
arandano y el namero de infecciones urinarias es similar. El resultado del analisis de
supervivencia en ambas intervenciones en este grupo de edad demuestra que no existen
diferencias significativas en el tiempo de permanencia en el estudio entre ambos

tratamientos.
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Tabla. 9.33. Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (lactantes con
menos de 12 meses).

Proporcién acumulada
sin ITU hasta el

momento N° de casos
Intervencion Tiempo Error N° eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen

Trimetoprima 1 33 Infeccién 0.980 0.020 1 48

37 Intplerqnma . ' 1 47
digestiva

8 38 Tiempo 1 46
completo

4 41 Retirada 1 45
voluntaria

5 46 Infeccion 0.958 0.029 2 44

6 49 Infeccion 0.936 0.036 3 43

T 63 Tiempo 3 42
completo

8 64 Infeccion 0.914 0.041 4 41

9 80 Infeccion 0.891 0.046 5 40

0 g Tiempo 5 39
completo

11 01 Tiempo 5 38
completo

12 g Tiempo 5 37
completo

13 97 Infeccion 0.867 0.051 6 36

14 g Tiempo 6 35
completo

15 g Retirada , . 6 34
voluntaria

16 o Tiempo 6 33
completo

17 112 Infeccion 0.841 0.055 7 32

18 114 Infeccion 0.815 0.060 8 31

19 127 Infeccion 0.789 0.063 9 30

20 4 Retirada 9 29
voluntaria

2L Retirada . . 9 28
voluntaria

22 Tiempo 9 27
completo

ST Tiempo 9 26
completo

e Tiempo 9 25
completo

25 162 Infeccion 0.757 0.068 10 24

26 189 Infeccion 0.725 0.072 11 23
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Tabla 9.33 (2). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (lactantes con
menos de 12 meses).

Proporcién acumulada

sin ITU hasta el

momento N° de casos
Intervencion Tiempo Error N° eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
ST Retirada 11 22
voluntaria
28 106 Tiempo 11 21
completo
29 196 Retlrad.'_al 11 20
voluntaria
30 216 Retlradr_:\ 1 19
voluntaria
L e Tiempo 11 18
completo
32 g Tiempo 11 17
completo
B e Tiempo 11 16
completo
AR Tiempo 11 15
completo
¥ am Tiempo 11 14
completo
% 35 Tiempo 11 13
completo
3 365 Tiempo 11 12
completo
B 365 Tiempo 11 11
completo
¥ 365 Tiempo 11 10
completo
0 365 Tiempo 11 9
completo
M 365 Tiempo 11 8
completo
2 365 Tiempo 11 7
completo
B 365 Tiempo 11 6
completo
M 365 Tiempo 11 5
completo
® 365 Tiempo 11 4
completo
% 365 Tiempo 11 3
completo
M 365 Tiempo 11 2
completo
B 365 Tiempo 11 1
completo
9 365 Tiempo 11 0
completo

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

Tabla 9.34. Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (lactantes
con menos de 12 meses).

Proporcion acumulada
sin ITU hasta el

momento N° de casos
Intervencion Tiempo Error N° eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
Arandano 1 15 Infeccion 0.968 0.032 1 30
2 20 Infeccion 0.935 0.044 2 29
3 27 Infeccion 0.903 0.053 3 28
4 37 Infeccion 0.871 0.060 4 27
5 69 Infeccion 0.839 0.066 5 26
6 75 Infeccion 0.806 0.071 6 25
! 78 Tiempo 6 24
completo
79 Infeccion 0.773 0.076 7 23
9 84 Infeccion 0.739 0.079 8 22
10 94 Infeccion 0.706 0.083 9 21
1 Intolerancia
95 digestiva ' ' 9 20
12 139 Perdido . ) 9 19
1 .
5 10 Tiempo 9 18
completo
¥ s Retirada , . 9 17
voluntaria
15 453 Retirada , . 9 16
voluntaria
1 .
6 158 Retirada , . 9 15
voluntaria
17 i
168 Tiempo 9 14
completo
18 171 Infeccion ,655 ,091 10 13
1 )
O 183 Retirada , . 10 12
voluntaria
2 .
O 185 Tiempo 10 11
completo
21 i
207 Retirada , . 10 10
voluntaria
22 i
234 Tiempo 10 9
completo
2 .
3 3 Retirada , . 10 8
voluntaria
24 i
264 Retirada , . 10 7
voluntaria
2 .
> 86 Retirada , . 10 6
voluntaria
2 )
® 3 Tiempo 10 5
completo
27 i
365 Tiempo 10 4
completo
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Tabla 9.34 (2). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccidn urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con ardndano americano (lactantes
con menos de 12 meses).

Proporcién acumulada
sin ITU hasta el

momento N° de casos
Intervencion Tiempo Error N° eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
28 365 Tiempo 10 3
completo
2 365 Tiempo 10 2
completo
0 365 Tiempo 10 1
completo
1 .
3L 365 Tiempo 10 0
completo

Tabla 9.35. Tiempo medio de permanencia (dias) sin infeccién en lactantes con menos de 12 meses.

Media

Intervencion Intervalo de confianza al 95%

Estimacion  Error tipico  Limite inferior  Limite superior

Trimetoprima 293,4 18,6 256,8 330.0
Arandano 264,2 26,2 212,8 315,6
Global 282,5 15,3 252,4 3125

Tabla 9.36. Prueba de igualdad de distribuciones para diferentes niveles de intervencion entre lactantes
menores de 12 meses.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 0.982 1 0.322

+ TMx-censur:
-+ Arandano-censurado

% Acumulado de ITU

T T T T T
o 100 200 300 400

Tiempo (dias)
Figura 9.7. Curva de supervivencia (1-supervivencia) equivalente al % acumulado de ITU en cada
intervencion del estudio (Cohorte de nifias).
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9.5.4. Estimacion de la probabilidad ITU en pacientes con recurrencia de infeccion
urinaria

Al inicio del studio 95 pacientes se diagnosticaron de infeccién urinaria
recurrente, de ellos 26 pacientes desarrollaron infeccion urinaria en el transcurso del
seguimiento (27.4%, 1C 95%: 18.4%-36.3%). Por géneros, seis pacientes (6.3%) fueron
nifios y 20 (21.1%) fueron nifias. Recibieron trimetoprima 18 pacientes (18.9%, IC
95%: 11%-26.3%) y 8 (8.4%, IC 95%: 2.8%-13.9%) recibieron arandano.

Como zU =0.23 > - z, = - 1.96, no podemos aceptar el principio de equivalencia
entre intervenciones, pero si la no inferioridad del ardndano frente al trimetoprima como
ya se expuso en el partado de Material y Método. La figura 8.8 muestra la curva de
Kaplan—Meier para pacientes diagnosticados a su entrada en el estudio de infeccion
urinaria recurrente, de estos pacientes el tiempo medio sin infecci6n entre los que
tomaron trimetoprima fue de 271 dias (IC 95%: 233-309 days) y entre los que tomaron
arandano fue de 312 days (IC 95%: 275-350 days). Test Logrank (Mantel-Cox): 2.14
(P =0.14).

Tabla. 9.37. Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (pacientes con
diagnostico de entrada de infeccion urinaria recurrente).

Proporcion acumulada
sin ITU hasta el

momento Ne de Ne de casos
Intervencion Tiempo Error eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
Trimetoprima 1 37 Infeccion . . 1 51
2 37 Infeccién 0.962 0.027 2 50
3 .
4 ountana : 49
4 47 Infeccion 0.942 0.033 3 48
5 49 Infeccién 0.922 0.037 4 47
6 Tiem
49 corre1plg?o 4 46
7 49 Perdido 4 45
8 49 Retiradz_al 4 m
voluntaria
9 56 Infeccion 0.901 0.042 5 43
10 64 Infeccién 0.880 0.046 6 42
11 i
% ountara g 4
12 80 Infeccion 0.859 0.050 7 40
13 92 Retirada 7 39
voluntaria
14 98 Infeccién 0.837 0.053 8 38
15 08 Retiradz_a 3 37
voluntaria
16 99 Infeccién 0.814 0.056 9 36
17 112 Infeccién 0.792 0.059 10 35
18 114 Infeccién 0.769 0.061 11 34
19 123 Perdido . . 11 33
20 127 Infeccién 0.746 0.064 12 32
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Tabla 9.37 (2). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (pacientes con
diagnéstico de entrada de infeccion urinaria recurrente).

Proporcion acumulada

sin ITU hasta el

momento N° de N° de casos
Intervencion Tiempo Error eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
21 148 Infeccion 0.722 0.066 13 31
22 15y  Retirada 13 30
voluntaria
23 153 Infeccion 0.698 0.068 14 29
24 163  Retirada 14 28
voluntaria
25 189 Infeccién 0.673 0.070 15 27
26 19  Tiempo 15 26
completo
27 202 Infeccién 0.647 0.072 16 25
28 5g  Retirada 16 24
voluntaria
29 g0  Tiempo 16 23
completo
30 g4y  Retirada 16 22
voluntaria
31 56,  Tiempo 16 21
completo
32,53 Tiempo 16 20
completo
33 297 Infeccién 0.615 0.075 17 19
3% 594  Tiempo 17 18
completo
SV Tiempo 17 17
completo
36 Intol .
37 moleranc 17 16
a digestiva
31 333 Tiempo 17 15
completo
38 g5 Tiempo 17 14
completo
39 g5 Tiempo 17 13
completo
40 365 Infeccion 0.568 0.083 18 12
s Tiempo 18 11
completo
42 i
365 Tiempo 18 10
completo
B 365 Tiempo 18 9
completo
M 35 Tiempo 18 8
completo
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Tabla 9.37 (3). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (pacientes con
diagnéstico de entrada de infeccion urinaria recurrente).

Proporcion acumulada
sin ITU hasta el

momento N° de N° de casos
Intervencion Tiempo Error eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
4 3g5  Tiempo 18 7
completo
4 365 Tiempo 18 6
completo
4 35 Tiempo 18 5
completo
¥ 3g5  Tiempo 18 4
completo
49 3g5  Tiempo 18 3
completo
0 545 Tiempo 18 2
completo
L 545 Tiempo 18 1
completo
2 345 Tiempo 18 0
completo

Tabla 9.38. Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccidn urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (pacientes
con diagnéstico de entrada de infeccion urinaria recurrente).

Proporcion acumulada
sin ITU hasta el

momento N° de N° de casos
Intervencion Tiempo Error eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
Aréndano 1 15 Infeccion 0.972 0.027 1 35
2 69 Infeccion 0.944 0.038 2 34
3 g4  Retirada , . 2 33
voluntaria
4 Intol i
95 ntoleranct . . 2 32
a digestiva
5 136 Infeccion 0.915 0.047 3 31
6 139 Perdido . ) 3 30
7 141 Infeccién 0.884 0.054 4 29
8 15  Tiempo 4 28
completo
9 151 Infeccién 0.853 0.061 5 27
10 g3  Retirada 5 26
voluntaria
11 154 Infeccion 0.820 0.067 6 25
12 gg  Retirada 6 24
voluntaria
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Tabla 9.38 (2). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (pacientes
con diagnéstico de entrada de infeccion urinaria recurrente).

Proporcion acumulada
sin ITU hasta el

momento N° de N° de casos
Intervencion Tiempo Error eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
13 163  Tiempo 6 23
completo
14 168 Tiempo 6 22
completo
15 g3  Retirada 6 21
voluntaria
16 g5  Tiempo 6 20
completo
17 5y  Retirada 6 19
voluntaria
18 226 Infeccién 0.777 0.076 7 18
19 44  Retirada 7 17
voluntaria
20,43  Retirada 7 16
voluntaria
2l ,gg ~ Retirada 7 15
voluntaria
22 330 Perdido . . 7 14
23 365 Infeccion 0.721 0.089 8 13
24 g5 Tiempo 8 12
completo
2> gg5  liempo 8 11
completo
26 g5 Tiempo 8 10
completo
21 g5 Tiempo 8 9
completo
28 g3e5  liemno 8 8
completo
29 gg5  Tiempo 8 7
completo
30 365 Tiemno 8 6
completo
31 365 Tiemno 8 5
completo
32 365 Tiempo 8 4
completo
33 65 liemno 8 3
completo
3 g5 Tiemwo 8 2
completo
85 g5 Tiempo 8 1
completo
3 545 Tiempo 8 0
completo
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Tabla 9.39. Tiempo medio de permanencia (dias) sin infeccion en pacientes reclutados por infeccion
urinaria recurrente.

Media

Intervencion Intervalo de confianza al 95%

Estimacion  Error tipico  Limite inferior  Limite superior

Trimetoprima 271,2 19,2 2334 309,0
Arandano 313,7 18,7 277,0 350.5
Global 289,1 13,5 262,6 315,7

Tabla 8.40. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de Intervencién
en pacientes con infeccion urinaria recurrente.

Chi-cuadrado al Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2,316 1 0.128
1,07
Intervencion

0.8 "1 Trimetoprima

|1 Arandano

+ Trimetoprima-
censurado

+ Arandano-censurado

o
)
1

% Acumulado de ITU
o
ES
1

0,27

T T T T T
0 100 200 300 400

Tiempo (dias)

Figura 9.8. Curva de supervivencia (1-supervivencia) equivalente al % acumulado de ITU en cada
intervencion del estudio (Pacientes con infeccion urinaria recurrente).
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9.5.5. Estimacion de la probabilidad ITU en pacientes con reflujo vesicoureteral.

Del total de pacientes reclutados, 39 presentaban reflujo vesicoureteral (19 nifios
y 20 nifas), de ellos 9 presentaron UTI durante el periodo de seguimiento, 4 tras recibir
trimetoprima (10.3%, 1C 95%: 7.6%-19.8%) y 5 tras recibir ardndano (12.8%, 1C 95%:

2.3%-23.2%).

El pequefio tamafio muestral en este subgrupo posiblemente condiciona no
observar diferencias entre grupos. El tiempo medio sin infeccién fue de 318 dias (IC
95%: 274-362) y de 281 dias (IC 95%: 317-344) después de recibir arandano.Test
Logrank (Mantel-Cox): 0.5 (P =0.4).

Tabla 9.41. Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (pacientes con
diagnostico de reflujo vesicoureteral).

Proporcion acumulada

sin ITU hasta el

momento N° de N° de casos
Intervencion Tiempo Error eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
Ttrimetoprima 1 37 Infeccion 0.947 0.051 1 18
2 97 Infeccién 0.895 0.070 2 17
3 189 Infeccion 0.842 0.084 3 16
4 jgg  Tiempo 3 15
completo
> jgg  Retirada 3 14
voluntaria
6 268 Infeccion 0.782 0.097 4 13
T 590  Tiempo 4 12
completo
8 am Tiempo 4 11
completo
9 g4  Tiempo 4 10
completo
10 544  Tiempo 4 9
completo
11 365 Tiempo 4 8
completo
12 365 Tiempo 4 .
completo
13 365 Tiempo 4 6
completo
14 565 Tiempo 4 5
completo
15 365 Tiempo 4 4
completo
16 365 Tiempo 4 3
completo
17 365 Tiempo 4 )
completo
18 365 Tiempo 4 1
completo
19 365 Tiempo 4 0
completo
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Tabla 9.42. Resultados de la estimacién de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con arandano americano (pacientes

con diagnéstico de reflujo vesicoureteral).

Proporcion acumulada
sin ITU hasta el

momento N° de N° de casos
Intervencion Tiempo Error eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
Arandano 1 20 Infeccion 0.944 0.054 1 17
2 27 Infeccion 0.889 0.074 2 16
3 63 Perdido : . 2 15
4 75 Infeccion 0.830 0.090 3 14
5 79 Infeccién 0.770 0.101 4 13
6 152 Retirada 4 12
voluntaria
7 194 Retirada 4 1
voluntaria
8 196 Infeccion 0.700 0.114 5 10
9 234 Tiempo 5 9
completo
10 45 Tiemno 5 8
completo
11 565 Tiemno 5 7
completo
12 45 Tiemno 5 6
completo
18 455 Tiemno 5 5
completo
14 365 Tiempo 5 4
completo
15 365  Tiemno 5 3
completo
16 545 Tiempo 5 2
completo
11 g5 Tiempo 5 1
completo
18 455 Tiemno 5 0
completo

Tabla 9.43. Tiempo medio de permanencia (dias) sin infeccién en pacientes reclutados por reflujo

vésicoureteral.

Media(a)
Intervencion Intervalo de confianza al 95%
Error Limite Limite
Estimacion tipico inferior superior
Trimetoprima 3185 22.4 274.5 362.4
Arandano 281.0 32.2 217.8 344.3
Global 301.1 19.4 263.1 339.2
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Tabla 9.44. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de Intervencién
en pacientes con reflujo vesicoureteral.

Chi-cuadrado o] Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 0.535 1 0.465
1,07
Intervencion
0,87 "1 Trimetoprima
|1 Arandano

+ Trimetoprima-
censurado

+ Arandano-censurado

o
=)
1

% Acumulado de ITU
o
~
1

+

0,27

0,07

I I I I I
0 100 200 300 400

Tiempo (dias)

Figura 9.9. Curva de supervivencia (1-supervivencia) equivalente al % acumulado de ITU en cada
intervencion del estudio (Pacientes con reflujo vésicoureteral).

9.5.6. Estimacion de la probabilidad ITU en pacientes con ectasia pelvis
renal/hidronefrosis

Se reclutaron 51 pacientes que presentaban al inicio del seguimiento esta
anomalia. 34 recibieron profilaxis con trimetoprima y 17 recibieron profilaxis con
arandano. En cada una de las ramas de tratamiento, 5 pacientes desarrollaron ITU
(9.8%), de las cuales 7 (13.7%) ocurrieron en varones y 3 (5.9%) ocurrieron en nifias. El
periodo medio sin ITU entre los pacientes que recibieron trimetoprima fue de 315 days
(IC 95%: 275-354), y de 270 dias (IC 95%: 204-337) entre los pacientes que recibieron
arandano. Test de Logrank (Mantel-Cox): 1.33 (P = 0.24). Sin diferencias significativas
entre intervenciones.
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Tabla 9.45. Resultados de la estimacién de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (pacientes con
diagnéstico de ectasia pelvis renal / hidronefrosis).

Proporcion acumulada
sin ITU hasta el

momento N° de N° de casos
Intervencion Tiempo Error eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
Trimetoprima 1 33 Infeccion 0.970 0.030 1 32
37 Int_olera_nma 1 31
digestiva
3 38 Tiempo 1 30
completo
4 46 Infeccion 0.937 0.043 2 29
5 63 Tiempo 5 28
completo
6 75 Infeccion 0.904 0.053 3 27
7 91 Tiempo 3 26
completo
8 94 Tiempo 3 25
completo
9 .
98 Tiempo 3 24
completo
10 132 Retirada . . 3 23
voluntaria
11 141 Retirada . . 3 29
voluntaria
120 Tiempo 3 21
completo
T Tiempo 3 20
completo
14 161 Retirada . . 3 19
voluntaria
T Tiempo 3 18
completo
16 162 Infeccion 0.854 0.070 4 17
17 175 Infeccion 0.803 0.082 5 16
18 1o  Retirada 5 15
voluntaria
1 .
¥ o8 Tiempo 5 14
completo
20 g Tiempo 5 13
completo
2L 504 Tiempo 5 12
completo
22 318 Retirada . . 5 1
voluntaria
2 .
3 365 Tiempo 5 10
completo
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Tabla 9.45 (2). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con trimetoprima (pacientes con
diagnéstico de ectasia pelvis renal / hidronefrosis).

Proporcion acumulada
sin ITU hasta el

momento N° de N° de casos
Intervencion Tiempo Error eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen

24 365 Tiempo 5 9
completo

25 365 Tiempo 5 3
completo

26 65 Tiempo 5 7
completo

27 365 Tiempo 5 5
completo

28 365 Tiempo 5 5
completo

29 365 Tiempo . 4
completo

30 365 Tiempo 5 3
completo

31 365 Tiempo 5 5
completo

32 365 Tiempo 5 1
completo

B 65 Tiempo 5 0
completo

Tabla 9.46. Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con ardndano americano (pacientes
con diagnostico de ectasia pelvis renal / hidronefrosis).

Proporcion acumulada
sin ITU hasta el

momento N° de N° de casos
Intervencion Tiempo Error eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
Arandano 1 37 Infeccion 0.938 0.061 1 15
2 1 Tiempo 1 14
completo
3 84 Infeccion 0.871 0.086 2 13
4 91 Alergia . . 2 12
5 94 Infeccién 0.798 0.105 3 11
6 1  Tiempo 3 10
completo
7 .
163 In;plera_nua 3 9
igestiva
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Tabla 9.46 (2). Resultados de la estimacion de Kaplan-Meier para la probabilidad de permanecer en el
estudio sin infeccion urinaria en pacientes que han recibido profilaxis con ardndano americano (pacientes
con diagnéstico de ectasia pelvis renal / hidronefrosis).

Proporcion acumulada
sin ITU hasta el

momento N° de N° de casos
Intervencion Tiempo Error eventos que
(dias) Estado Estimacion tipico acumulados permanecen
8 168 Tiempo 3 8
completo
9 171 Infeccion 0.698 0.131 4 7
10 205 Infeccion 0.598 0.145 5 6
11 264 Retlradz_al 5 5
voluntaria
12 318 Tiempo g 4
completo
13 i
365 Tiempo 5 3
completo
14 365 Tiempo 5 5
completo
15 365 Tiempo 5 1
completo
16 i
365 Tiempo 5 0
completo

Tabla 9.47. Tiempo medio de permanencia (dias) sin infeccion en pacientes reclutados por ectasia /
hidronefrosis.

Media(a)
Intervencion Intervalo de confianza al 95%
Estimacion
(dias) Error tipico  Limite inferior Limite superior
Trimetoprima 315.1 20.2 275.4 354.8
Aréndano 270.7 33.8 204.3 337.0
Ambos 300.9 17.7 266.1 335.7

Tabla 9.48. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes niveles de Intervencién
en pacientes con ectasia / hidronefrosis.

Chi-Cuadrado al Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1.333 1 0.248
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Figura 9.10. Curva de supervivencia (1-supervivencia) equivalente al % acumulado de ITU en cada
intervencion del estudio (Pacientes con ectasia / hidronefrosis).
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10. DISCUSION
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DISCUSION

10.1. Resumen y discusion de los principales hallazgos

Nuestro estudio confirma que el jarabe de arandano es seguro y eficaz en la
poblacion infantil en la profilaxis de infeccion urinaria recurrente. No observamos
diferencias estadisticamente significativas en las recurrencias de infeccion urinaria entre
pacientes que reciben trimetoprima y jarabe de arandano. Estudios previos ** han
demostrado el efecto beneficioso del jarabe de ardndano en la prevencién de infecciones
urinarias en mujeres con una reduccion del riesgo absoluto de infeccion de orina con
respecto a placebo. Efecto que se ha explicado %, por el efecto antiadherente del
arandano americano sobre las fimbrias P de E. coli. Ferrara P. y cols *2, en un ensayo
clinico controlado frente a placebo en nifios mayores de 3 afios demuestra que el jarabe
de ardndano previene la recurrencia de infecciones de orina sintomaticas. Nuestro
ensayo es el primer ensayo clinico controlado, aleatorizado y doble ciego que demuestra
la seguridad del jarabe de ardndano americano en lactantes de hasta 1 mes de edad,
comparando eficacia con un antibidtico de uso habitual en profilaxis de infeccion de
orina recurrente.

En 1984 Sobota >3, observa que el extracto de arandano americano interfiere con
la adhesion de E. coli P-fimbriado al epitelio, demostrando que puede ser uno de los
mecanismos principales que expliquen el efecto antiadherente del arandano americano.
La fructosa contenida en muchos zumos de fruta, también en el arandano americano,
puede inhibir ademas la adhesion de E. coli mediada por fimbrias tipo 1 **, sin embargo
la adherencia mediada por fimbrias P se ha asociado con la lectina especifica a-Gal(1-
4)B-Gal contenido en el epitelio urinario que no resulta inhibida por la adiccion de
fructosa *°. Foo LY y cols. %, identifica las proantocianidinas triméricas y las
procianidinas diméricas de tipo A como las responsables del efecto antiadhesivo del
arandano americano. Se trata de flavonoles polifendlicos que no estan presentes en otros
extractos ricos en polifenoles como el té verde o el chocolate. El jarabe de arandano
americano que hemos utilizado en nuestro ensayo contiene un 22% de proantocianidinas
de tipo A, lo que tiene interés de cara a comparar nuestros resultados con otros estudios,
dada la gran variabilidad en las concentraciones de proantocianidina observadas en
diferentes extractos de arandano americano *"*®. El efecto antiadherente de arandano
americano frente a E. coli es dependiente de la dosis, Howell, A y cols. °" demuestran
que la administracion de jarabe de arandano americano con un contenido equivalente a
72 mg/dia de PAC tiene un efecto antiadherente medido en orina frente a E. coli
proporcionalmente superior que los pacientes que reciben 18 o 36 mg. Di Martino P y
cols. °, comprueban en orina el efecto antiadherente del jarabe de arandano americano
administrado a 10 voluntarios sanos frente a 10 voluntarios que reciben placebo.

Dos estudios evaluaron la efectividad del jarabe de arandano en los nifios con
vejiga neurdgena pediatrica, éstos fueron controlados mediante una sonda intermitente
estéril °*°°. E| primero de los estudios con un disefio cruzado simple inclufa 40 nifios y
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el segundo aleatorizado y controlado con placebo incluia 15 nifios. Ambos estudios
concluyen que el jarabe de ardndano no es mas eficaz que placebo para el control de la
infeccion de orina en pacientes con vejiga neurdgena. Sin embargo, en ambos estudios
gueda patente la ausencia de caracterizacion del contenido polifendlico de los jarabes
utilizados.

McMurdo y cols. %, realizan un ensayo clinico aleatorizado y doble ciego con
arandano americano o trimetoprima en mujeres con riesgo de infeccion urinaria
recurrente, los autores observan que el riesgo de recurrencia de infeccion urinaria es un
60% mayor en los pacientes que reciben ardndano americano, aungue sin significacion
estadistica. La revision sistematica publicada por Jepson RG , sobre un total de 10
estudios (1049 pacientes) concluye que el arandano americano disminuye
significativamente la incidencia de infeccion urinaria a los 12 meses (RR 0.65; IC del
95%: 0.46 a 0.90) comparados con placebo/control. El ardndano americano fue mas
efectivo en la reduccidn de la incidencia de infeccién urinaria en mujeres con infeccion
de orina recurrente, que en hombres y mujeres de edad avanzada o en personas que
requirieron sondaje.

Nuestros resultados demuestran que el jarabe de ardndano americano no es
inferior en eficacia a trimetoprima para la prevencion de infeccion urinaria recurrente en
edad pediatrica, se asocie 0 no a patologias nefrouroldgicas con mayor riesgo de
infeccion urinaria. La profilaxis con arandano americano puede ser una alternativa para
controlar el creciente aumento de resistencia a los antibiéticos.

10.2 Caracterizacion del extracto de arandano americano utilizado en el ensayo
clinico

Desde las primeras hipétesis sobre el efecto protector del arandano americano
(Vaccinium macrocarpon) en la infeccion urinaria, propuestas por Blatherwick y Long
%2 en 1923 se han desarrollado multiples hipétesis para intentar explicar su efecto. En un
principio de demostré un aumento de la excrecion de acido hipurico y de la acidez
urinaria tras la ingesta de arandano americano, se sugirié que una dieta que contuviese
arandano americano podia disminuir la frecuencia de infecciones urinarias a través de
un mecanismo que implicaba a la acidez urinaria. Lo cierto es que el ardndano
americano es un elemento utilizado en la medicina popular norteamericana por las
poblaciones autéctonas para prevenir y tratar la infecciones urinarias ®. Este
conocimiento popular ha llevado a su generalizacion como remedio en las cistitis en
mujeres desde tiempos ancestrales. Bodel, Cotran, and Kass ® en 1959, revisan la
hipotesis de la acidez urinaria como mecanismo de accion del ardndano americano y
encuentran que tan solo la ingestion de acido hipdrico puro puede contribuir a disminuir
el pH urinario por debajo de 5, nivel por debajo del cual si se obtendria un efecto
bacteriostatico sobre E. coli. Se desestima por tanto la acidez urinaria como mecanismo
propbable para explicar el efecto protector del arandano americano en la infeccion del
tracto urinario. La dilucién del zumo de ardndano americano disminuia el efecto
antiadherente, lo que sugeria un efecto dosis dependiente. Es bien conocido que la
adherencia de E. coli al uroepitelio esta mediada por las fimbrias tipo 1 y las adhesinas
tipo P. En este sentido D. Zafriri y cols. ®°, demuestran que el arandano americano
inhibe la actividad de hemaglutinacion de E. coli de origen urinario que expresa
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fimbrias tipo 1 y adhesinas P, pero no afecta la actividad hemaglutinante de E. coli de
muestras entéricas que expresan la adhesina CFA/I. Ademas observan que efecto de
inhibicién de la hemaglutinacion dependiente de las adhesinas P depende de la
concentracion del zumo de ardndano americano.

El arandano americano contiene dos componentes quimicos que se han
implicado en la prevencion de la adhesion bacteriana, el monosacérido fructosa y las
proantocianidinas (PAC). La fructosa inhibe la adhesion de las fimbrias tipo 1 (manosa
sensibles) a las células uroepiteliales. Diversos estudios han demostrado que los PAC de
arandano americano inhiben la adhesion de E. coli P-fimbriado al uroepitelio, con
efectos poco relevantes sobre las fimbrias tipo 1 >*®®. E. coli es una especie bacteriana
con gran diversidad genética, lo que se debe sin duda a su intercambio de material
genético con otras especies bacterianas del tracto gastrointestinal. Algunas cepas de E.
coli han adquirido atributos de virulencia que le permiten colonizar y adaptarse a
distintos nichos biolégicos del huésped, asi E. coli puede observarse como agente
responsable de enfermedad gastrointestinal, infeccién del aparato urinario, sepsis o
meningitis neonatal.

La adherencia de E. coli a los epitelios se considera el primer paso en el
desarrollo de infeccion, de forma que la relacion existente entre su poder patdgeno vy la
capacidad del teg'ido para fijarla son dos factores de gran importancia para el desarrollo
de enfermedad ®'. Las cadenas de oligosacaridos que contienen manosa son un rasgo
muy frecuente en las oligoproteinas de la superficie de las células, de ahi que muchas
bacterias hayan desarrollado fimbrias de adherencia a estas moléculas (fimbrias tipo 1)
que pueden bloquearse de forma competitiva en el laboratorio con la adiccion de
manosa al medio. Acompafando a la expresion de las fimbrias tipo 1, algunas cepas de
E. coli expresan una lectina especifica (a-Gal(1 —4)B-Gal) asociada con fimbrias P, que
median la adherencia especifica de E. coli a células uroepiteliales **. Tanto las fimbrias
tipo 1 (manosa sensibles) como las fimbrias P (manosa resistentes) de E. coli estan
reguladas por genes localizados en el cromosoma de la bacteria, y su expresion puede
verse modificada dependiendo de las caracteristicas del medio de cultivo o de las
caracterfsticas del medio interno del huésped. Algunos autores ®, sugieren que el
extracto de Vaccinium macrocarpon induce cambios conformacionales en las
macromoléculas de superficie de las fimbrias P, reduciendo tanto la longitud como la
densidad de las fimbrias. De esta forma, la cambiante expresion de lectinas en la
superficie de la bacteria condiciona de un lado la adherencia especifica a receptores de
las células epiteliales, y de otro la modificacion de algunas caracteristicas fisicas de la
bacteria (hidrofobicidad) que favorecen o dificultan su acercamiento a la superficie
epitelial y por tanto su adherencia.

El principal motivo de controversia surge en relacion a la variabilidad de
concentracion de los diferentes componentes polifenolicos contenidos en los extractos
de arandano, en especial el contenido en proantocianidinas. De igual forma se observa
mayor variabilidad en sus concentraciones dependiendo de la técnica de medida
utilizada.

Como se expone en el apartado de Métodos el extracto de arandano utilizado en
el ensayo, consistia en una dilucién de extracto en jarabe de glucosa. La revision de la
literatura “*°%®® nos permitié conocer la heterogeneidad de los extractos existentes en el
mercado, de ahi la necesidad de caracterizar y cuantificar los componentes polifendlicos
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del jarabe utilizado en este ensayo clinico. Como se expone en Resultados la
caracterizacion del jarabe permitio identificar 6 nuevos componentes polifendlicos no
descritos hasta el momento ® (Figura 9.2).

10.3. Eficacia y seguridad del extracto de arandano en infeccion urinaria
recurrente

En el modelo experimental el arandano americano americano se ha mostrado
eficaz en la profilaxis de la infeccién urinaria °**%; aunque la heterogeneidad de los
preparados de ardndano americano utilizados, sus dosis y la poblacion estudiada hace

dificil extrapolar resultados .

El trabajo de Guay y cols. °, plantea ademés el desconocimiento de la dosis
adecuada. Sabemos por otros estudios realizados in vitro *’ que el arandano posee un
efecto dosis dependiente y que tras sufrir los diversos metabolitos un primer paso
hepético donde hasta el 50% de los polifenoles ingeridos se metabolizan a metabolitos
intermedios y se excretan posteriormente a nivel renal casi en su totalidad. La excrecion
renal depende exclusivamente de los mecanismos de filtracion glomerular, no parece
existir secrecidn o resorcion tubular activa para las moléculas polifendlicas. De ahi que
la determinacion de la dosis efectiva deberia hacerse sobre estas consideraciones
farmacodindmicas "*"*. Revisando la literatura no encontramos un consenso fuerte
sobre que dosis debemos utilizar y méas aun si nos referimos a la poblacion pediatrica,
objeto de este trabajo de Tesis doctoral. Dado que en nuestro estudio pretendiamos
evaluar ademas de eficacia. La seguridad del ardndano en una poblacion y a una edad
(lactantes) en la que no teniamos evidencias previas recurrimos a una extrapolacion de
la dosis sobre la que maés referencias disponiamos.

El efecto dosis dependiente del ardndano americano también ha sido referido por
otros autores ", quienes observan que el urotelio vesical cultivado y epitelio vaginal
incubado con E.coli 1A2 'y vy tras adicionar diferentes productos de ardndano
americano, observan que la adherencia bacteriana a estos tipos celulares antes y después
de la adicion de los productos de ardndano americano disminuye en relacion directa a la
cantidad de ardndano adiccionado.

Super EA y cols. ”°, publica en 2005 un estudio de disefio transversal que
realiza a los padres (en forma de encuesta anémina) de los nifios que acuden a consulta
de nefrologia infantil del Hospital Infantil Brenner en un periodo de 3 meses. Recoge
117 encuestas anénimas de nifios con una edad media de 10.3 afios de edad y con una
prevalencia del 15% de ITU recurrente. De todos los padres encuestados un 29%
administraba productos de arandano americanos de forma profilactica, de todos los que
administraban ardndano americano en un 23% de los casos habian sido recomendados
por su médico. Los resultados obtenidos sugieren que en nifios mayores puede
aumentar la susceptibilidad a las caries dentales por interferencia con la dentina, no
obstante no se ha demostrado dicha asociacion, ya que no se puede inferir causalidad a
partir de los resultados de un estudio transversal. Ademas, sélo se notifica como efecto
secundario la presencia de nauseas. Los sesgos de este trabajo son los inherentes a su
disefio de tipo transversal, ademas de la falta de uniformidad entre las diferentes marcas
comerciales de ardndano administradas.
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Ran D. Goldman ®, publican en abril de 2012 un articulo de revisién de la
literatura publicada hasta el momento en relacién a la utilidad del extracto de arandano
americano en la prevencion de la infeccion urinaria infantil. Encuentran que el arandano
americano se ha mostrado seguro en la mayoria de los estudios revisados, sin embargo
la palatabilidad debido a su acidez disminuye la adhesion al tratamiento entre los nifios.
Ademaés, concluyen gque aun no conocemos cual es la dosis 6ptima para la prevencion de
la infeccion urinaria, también desconocemos cual seria la duracion 6ptima del
tratamiento. En nuestro estudio el inconveniente de la mala palatibilidad del arandano
se disminuy6 afiadiendo un saborizante de fresa a la solucion de jarabe .

El trabajo de Terris, M.K 7", publicado en 2001, ensayo clinico de pequefio
tamafio y con deficiencias metodoldgicas. Recoge una muestra compuesta por 5
voluntarios sanos a los que se les indica un suplemento con arandano americano a la
dosis habitual recomendada para profilaxis de ITU que se administra durante una
semana. Recogen la orina de los participantes del estudio el primer y Gltimo dia de
tratamiento y se realizan mediciones bioguimicas, incluyendo oxalato y los pardmetros
bioguimicos que intervienen en la génesis de la nefrolitiasis. Como resultado principal
obtienen un aumento de la oxaluria tras la administracion de extracto de arandano
americano (p<0.01) de lo cual se puede deducir que incrementaria el teérico riesgo de
litiasis oxalica. Justifican el anterior resultado debido a que el zumo de arandano
americano contiene una gran concentracion de oxalato. Esta circunstancia podria
evitarse utilizando extractos de ardndano en los que mediante mecanismos de
depuracion adecuados se aumenta la concentraciéon de PAC y se eliminan otras
fracciones no deseadas, el extracto utilizado en nuestro ensayo reuniria estas
caracteristicas de fabricacién. En esta linea algunos autores utilizando extractos de
arandano observan un efecto protector en la formacién de litiasis urinaria .

David R.P. Guay ", de la Universidad de Minnesota, publica en 2009 un articulo
de diferentes aspectos de eficacia, mecanismo de accion, tolerabilidad, reacciones
adversas e interacciones con otras drogas. Se trata de un articulo de revision que
muestra resultados contradictorios en cuanto a la relacion con la nefrolitiasis de
diferente etiologia. En relacion a la génesis de nefrolitiasis nombra 4 trabajos, el
anterior trabajo de Terris M.K "" en el que se concluye que el concentrado de arandano
americano podria aumentar el riesgo de litiasis oxalica; el trabajo de Kessler T. y cols.
que concluye que el ardndano americano podria aumetar el riesgo de litiasis Urica pero
tendria un papel protector en la litiasis de apatita, brusita y estruvita; el trabajo de
McHarg T. %, que evidencia una disminucién en la excrecion urinaria de oxalato y de
fosfatos asi como un incremento en la excrecion de citrato, que dotaria al ardndano de
propiedades potencialmente antilitogénica; y por ultimo de trabajo de Gettman MT y
cols. 8 que concluye que el arandano americano como méximo tendria efectos
modestos en la prevencion de la infeccidn urinaria y aumentaria el riesgo de nefrolitiasis
de oxalato calcico y de urato, aunque disminuiria el riesgo de nefrolitiasis de brusita.

Se concluye de la revision que realiza Guay y cols. " que los resultados
comunicados no son concluyentes ni homogéneos por lo que son dificilmente
extrapolables a la préactica clinica y deberian realizarse mas estudios en este sentido.
Ademas, los estudios anteriores no son comparables porque la poblacion de estudio es
ademas de pequenfia, distinta en sus caracteristicas, es distinto el tipo de concentrado de
ardndano americano utilizado y su caracterizacion. No obstante en lo que coinciden
todos los autores es en la seguridad del arandano amerciano utilizado en la poblacién
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general. Se revisan asi mismo las posibles interacciones medicamentosas, su mecanismo
de accién, el origen farmacocinético o farmacodindmico y su importancia clinica. Se
concluye que en los estudios realizados “in vivo” en humanos no se han observado
interacciones clinicamente relevantes entre arandano americano y otros farmacos que
son sustratos del citocromo CYP 2C9, CYP 1A2, CYP 3A. Unicamente se ha descrito
interaccion farmacodinamica entre el arandano americano y la warfarina, conclusiones
que han sido parcialmente desmontadas en el estudio de Srinivas, NR . Como ya se ha
comentado con anterioridad y en la linea con lo expuesto hasta este punto, en nuestro
estudio tampoco se describieron reacciones adversas. Otro trabajo de revision realizado
por Srinivas, NR ® en 2013, analiza las interacciones farmacoldgicas del arandano
americano. Se observa un efecto “in vitro” del ardndano americano como potente
inhibidor del citocromo CYP 2C9 y CYP3A similar al efecto inhibidor que tiene el
ketoconazol (CYP3A) y el fluconazol (CYP2C9). Compara el ardndano americano con
el zumo de uva, granada o té y se muestra menos potente en la inhibicién del CYP2C9
pero similar o incluso mayor que el pomelo.

A pesar de las inhibiciones encontradas “in vitro”, en los ensayos realizados “in
vivo” no se ha comprobado ninguna traduccion clinica en las pruebas de
farmacocinética de ciclosporina, warfarina, diclofenaco, flurbiprofeno, tiazanidina,
amoxicilina y cefaclor; a excepcién de un Gnico informe ® sobre el midazolam que
notifica que se produjo un incremento moderado en la exposicion/efecto del midazolam
en sujetos pre-tratados con zumo de arandano americano. De forma contrapuesta otro
estudio *, concluy6 la falta de relevancia clinica de la interaccion entre jugo de
arandano americanos y midazolam.

En general existe una falta de traduccién “in vivo” de la capacidad inhibitoria
del CYP por parte del ardndano americano, que podria explicarse en base a los
siguientes supuestos:

e Debido a la biodisponibilidad de las antocianidinas las concentraciones
conseguidas “in vivo” no tienen sufiente potencia como para inhibir el CYP.

e La velocidad de eliminacion “in vivo” de los principios activos de las
proantocianidinas pueden dar lugar a niveles efectivos clinicamente pero que no
alcancen el umbral para inhibir los CYP.

e Puede tener relevancia “in vivo” la uniéon a proteinas y la velocidad de
absorcion, limitando de esta manera la disponibilidad de la droga para inhibir
estas enzimas.

El consumo de gran cantidad de zumo de arandano americano (1-2 litros/dia) o
el concentrado de 1000 mg durante un tiempo superior a 3 0 4 semanas se correlaciona
con niveles alterados de INR; el mecanismo de accidén que justificaria este efecto
parece ser que cantidades elevadas de arandano americano enlentecerian la absorcion de
la warfarina provocando niveles pico menores al 20% con respecto al agua, lo cual
pordria modificar los valores de INR, en general disminuyendo el efecto de la
warfarina. A la luz de la literatura actual, no se puede justificar la supresion del extracto
de arandano americano en estos pacientes, pero si estaria indicado vigilar la variacion de
los niveles de INR, algo que por otro lado no parece una dificultad adicional puesto que
los pacientes que siguen un tratamiento con warfarina ya precisan un seguimiento
estrecho y frecuente de los niveles de INR.
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Al igual que se observé in vitro, Di Martino y cols. * demuestran que el efecto
antiadherente del arandano es dosis-dependiente y que los estudios farmacocinéticos de
las PAC son dificiles de realizar por la inestabilidad de esta molécula. Para determinar
la eficacia del consumo de zumo de arandano americano versus placebo con respecto a
la actividad antiadherente bacteriana in vitro. Para ello estudian la orina de voluntarios
sanos a los que se les administra tras la cena una dosis Unica de 750 ml de una bebida
compuesta de:

250 ml de placebo y 500 ml de agua mineral

750 ml de placebo

250 ml de jugo de ardndano americano y 500 ml de agua mineral
750 ml de jugo de ardndano americano

PonpE

Cada voluntario tomé los cuatro regimenes sucesivamente en un orden al azar,
con un periodo de lavado de al menos 6 dias entre cada cambio de régimen. Se recoge la
primera orina de la mafiana que se incuba con seis cepas de E. coli uropatégeno (todos
expresan pili tipo 1, tres positivos para el marcador de gen para papC - fimbrias P y tres
negativos para papC), cepas que habian sido previamente aisladas de pacientes con
infecciones del tracto urinario sintomaticos. Se analiza la capacidad de las bacterias para
adherirse a la linea celular T4 de vejiga in vitro. No hubo diferencias significativas en
el pH o la densidad especifica entre las muestras de orina recogidas después de la
ingestion de arandano americano o el consumo de placebo. Se observé una disminucién
significativa dependiente de la dosis en la adhesion bacteriana asociada con el consumo
de arandano americano. La inhibicion de la adherencia se observd independientemente
de la presencia de genes que codifican tipo pili P y fenotipos de resistencia a
antibidticos. Los autores concluyen con estos resultados que el consumo de zumo de
ardndano americano proporciona una actividad antiadherente dosis dependiente frente a
diferentes cepas de E. coli uropatgenos.

Se ha asumido que el efecto antiadherente del arandano americano se debe
mayoritariamente a su contenido en proantocianidina de tipo A. Los ensayos de
laboratorio realizados por diversos autores asi parecen sugerirlo °. Sin embargo, los
estudios de cuantificacién de proantocianidina urinaria en los que ha colaborado nuestro
Grupo de Investigacion no han permitido establecer niveles detectables de PAC tras
consumo de cantidades variables de extracto de arandano ®°. Estos hallazgos podrian
indicar que los PAC excretados en orina se metabolizan rapidamente hacia metabolitos
intermedios o bien que otros metabolitos diferentes a los PAC o derivados de su
metabolismo ejercerian igualmente actividad antiadherente.

Howell y cols. °’, realiza dos bioensayos separados, uno de hemaglutinacion
manosa-resistente y un nuevo ensayo original de una linea de células epiteliales T4
humano. Evalua la actividad antiadherente bacteriana “ex vivo” urinaria en muestras
recogidas de 32 voluntarios. Se realiz6 un estudio con placebo, aleatorizado, doble
ciego. Tras el consumo de ardndano americano se analizaron los mismos parametros
bioldgicos, fisico-quimicos que en la primera muestra y ademas se midio “ex vivo” la
capacidad antiadherente de la orina de los pacientes que habian consumido diferentes
cantidades de PAC. Los resultados indicaron una actividad antiadherente bacteriana
significativa en las muestras de orina de voluntarios que consumieron polvo de
ardndano americano en comparacion con placebo (p < 0.001). Esta inhibicion era
claramente dependiente de la dosis, prolongada (hasta 24 h con 72 mg de PAC) y
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aumenta proporcionalmente con la cantidad de equivalentes de PAC consumidos.
Ademas demostraron en un modelo vivo que el ardandano americano era capaz de
disminuir la virulencia del E. coli fimbriada. Concluyeron por tanto que la
administracion de extracto de ardndano americano en dosis que contienen 72 mg de
PAC por dia pueden ofrecer cierta proteccion contra la adhesion bacteriana, esta
proteccion es superior que la observada en pacientes que recibieron 18 o0 36 mg de PAC.

Una cuestion importante y que parece actualmente no estar bien definida es la
idoneidad del tratamiento profilactico con antibidticos a largo plazo, dado que los
riesgos asociados parecen superar los beneficios de este tratamiento. Estas indicaciones
se recogen en la Guia de Préctica Clinica del SNS . En 2010, Dai B y cols. ¥,
publican una revision sistematica y metaanalisis, que ha sido traducida Yy revisado
criticamente por Gonzalez Rodriguez MP del grupo Evidencias en Pediatria %, que
valora la eficacia y la seguridad de los antibi6ticos utilizados como tratamiento
profilactico para prevenir la recurrencia de las infecciones urinarias. En esta revision
se consideraron  seleccionables  los ensayos clinicos  aleatorios (ECA) vy
cuasiexperimentales que valorasen la profilaxis antbi6tica a largo plazo frente a placebo
0 no tratamiento en nifios sin otra enfermedad de base predisponente. Se definié como
profilaxis a largo plazo la administracién diaria de antibiéticos durante al menos dos
meses. El resultado principal fue la proporcion de pacientes que durante el periodo de
tratamiento tuviesen al menos una recurrencia de infeccion urinaria sintomatica,
confirmada. Se valoraron como objetivos secundarios la recurrencia de urocultivo
positivo, la tasa de cicatrices renales nuevas o el empeoramiento de las anteriores y
cualquier efecto adverso durante y tras el tratamiento. Los estudios incluidos evaluaron
varios antibioticos con varias pautas de dosificacion. La duracion de la profilaxis
antibidtica fue de 10 semanas a 24 meses. Todos los estudios menos uno incluyeron
pacientes con reflujo vesicoureteral. Tres cuartos de los participantes fueron mujeres,
con una media de edades de 8.3 a 8.7 afios. La calidad de los estudios de esta revision
se valoré en funcion del cegamiento en la asignacion, la estandarizacion y el cegamiento
de la valoracion de los resultados, el analisis por intencion de tratar y las pérdidas
durante el seguimiento. Cuando fue aplicable, se contactd con los autores de los
estudios para obtener los datos adicionales. Como resultados de la revision obtuvieron
siete estudios (n=1717 nifios), sin heterogeneidad aparente entre ellos. El efecto de la
profilaxis antibiotica en la recurrencia de la infeccion urinaria sintomatica no fue
estadisticamente significativo en comparacion con placebo o no tratamiento (RR 0.83;
IC 95%: 0.66 a 1.05). La profilaxis antibidtica redujo de forma significativa los cultivos
de orina positivos en comparacion con placebo o no tratamiento (RR:0.50; IC 95%: 0.34
a 0.74) en 11 estudios; n=2046 nifios. No hubo diferencia significativa en la aparicion
de nuevas cicatrices renales o el empeoramiento de las existentes entre el grupo de
profilaxis antibiotica y el de placebo o sin tratamiento (RR: 0.95; IC 95%: 0.5a 1.78) en
siete estudios (n=1093 nifios). Los efectos adversos se describen en 3 estudios. La
incidencia de los mismos fue baja (del 2 al 7,3%), y fueron sobre todo leves. El anéalisis
de sensibilidad en subgrupos no modifico los resultados en cuanto a recurrencia de
infeccion urinaria sintomatica excepto en cuanto a la calidad de los estudios; estudios
cegados de forma adecuada encontraron una reduccion estadisticamente significativa en
las infecciones urinarias recurrentes (RR: 0.68; IC 95%: 0.48 a 0.95%). El analisis de
subgrupos de pacientes sin reflujo vesicoureteral demostré una reduccién no
significativa en el riesgo de recurrencia de ITU. En conjunto los autores de esta
revision concluyen que no existe evidencia de que la profilaxis antibiética en los nifios
se asocie con una disminucién significativa de la incidencia de infeccidn urinaria
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recurrente o con la aparicion de nuevas cicatrices renales. La busqueda que realizan los
autores incluye las bases de datos apropiadas, pero no se realizaron intentos de
recuperar estudios no publicados, por lo que puede que algunos datos importantes no se
hayan incluido. No hubo pruebas de que hubiese sesgo de publicacion. Analizaron la
calidad de los estudios incluidos, y se utilizé para interpretar los resultados de esta
revision. Se describen las caracteristicas de los estudios individuales. Los metodos
utilizados para combinar los resultados fueron apropiados, aunque no se informa del
namero de estudios (y participantes) que contribuyen a algunos analisis. Ademas, los
autores no distinguieron entre los estudios que utilizaron placebo y aquellos en los que
el grupo control no recibié tratamiento, lo que dificulta la interpretacion de los
resultados de los estudios individuales. Finalmente los autores afirman que, teniendo en
cuenta la falta de pruebas de la utilizacion de antibi6ticos en la prevencion de la
infeccidn urinaria, los beneficios potenciales de los antibiéticos en la practica clinica
deben ser ponderados frente al riesgo de desarrollo de resistencias bacterianas al
antibidtico. Asi pues, afirman que es preciso realizar ECA en pacientes con reflujo
vesicoureteral grados Il a V, puesto que el riesgo de dafio renal en el reflujo
vesicoureteral de alto grado es de cuatro a seis veces mayor que en los grados 1y Il,y
de ocho a diez veces mayor que en aquellos sin reflujo vesicoureteral. Seria también
importante reflejar mas detalles de los estudios (como la incidencia de infeccion urinaria
y la aparicion de cicatrices nuevas a diferentes edades, sexo y tipo de antibioticos),
registrarse y tener suficiente potencia para detectar diferencias significativas.

Nuestro estudio fue disefiado como una prueba de equivalencia o no inferioridad
de una rama frente a la otra, por razones éticas, dado que las guias de préactica clinica
recomiendan el uso de profilaxis con trimetoprim en nifios con reflujo grado 111y IV.
Los principios de la Declaracion de Helsinki, no permiten la realizacion de un ensayo
clinico con placebo en estas circunstancias ®°. Ademas, los ensayos clinicos realizados
en poblacién adulta ®*®° y sobre un tamafio muestral adecuado han demostrado la
eficacia de la profilaxis antibiotica en la infeccion urinaria recurrente del reflujo
vesicoureteral.

El SNS elaboré una GPC publicada en 2011 sobre el manejo de la ITU infantil
8 en ella se establecen las recomendaciones de profilaxis antibi6tica que actualmente
estan aceptadas por la comunidad cientifica en Espafa, al menos hasta que tengamos
mas estudios controlados en este campo. El equipo de elaboracion de la GPC ha
considerado que, dada la escasez de estudios y/o estudios de buena calidad
metodoldgica, no existe evidencia cientifica suficiente para apoyar una recomendacion a
favor del uso de ninguna de estas medidas preventivas, estableciendo una
recomendacion de incrementar la investigacion en este campo.

En nuestro estudio el ardndano americano ha mostrado no inferioridad frente a
profilaxis con trimetoprima en la infeccion recurrente del tracto urinario. Los ensayos
clinicos controlados con placebo realizados por Craig J.C *, en 2009 han demostrado
los beneficios de la trimetoprima-sulphametoxazol para la profilaxis de infecciones
urinarias recurrentes. Craig J.C y cols. ® publican en 2009 un ensayo clinico
controlado con placebo realizado en nifios menores de 18 afios con historia de uno o
mas episodios de infeccion urinaria probada microbiolégicamente. Los pacientes se
distribuyeron en dos ramas, una que recibio TMP-SMX en suspension a dosis de 2
mg/kg de trimetoprima y 10 mg/kg de sulfametoxazol o placebo durante 12 meses. Se
realizd un analisis por intencién de tratar, midiendo el tiempo hasta la presentacion del
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evento infeccion urinaria. Se observd ITU en 36 de 288 pacientes (13%) del grupo que
recibia TMP-SMX y 55 de 288 pacientes (19%) en el grupo placebo (OR: 0.61; IC 95%
0.40 a 0.93; p=0.02). En el grupo del antibidtico la reduccién absoluta del riesgo (RAR)
de ITU fue de 6 puntos porcentuales. Como conclusién del estudio anterior los autores
refieren que a largo plazo las dosis de TMP-SMX se asociaron a un menor numero de
infecciones del tracto urinario en nifios predispuestos. El efecto del tratamiento parece
ser consistente pero modesto entre los subgrupos. Por tanto, los resultados deberan
valorarse de forma cuidadosa dado el modesto beneficio y el potencial alto riesgo de
resistencias bacterianas del trimetoprim-sulfametoxazol.

Otros estudios >, han informado del efecto beneficioso de jarabe de arandano
americano en la prevencion de las infecciones urinarias en mujeres, logrando una
reduccion del riesgo absoluto de infecciones urinarias con respecto al tratamiento con
placebo. Este efecto ha sido explicado en relacién a la capacidad antiadherente de
arandano americano sobre E. coli %°. Ferrara y cols. ®, en un ensayo clinico controlado
con placebo en nifios mayores de 3 afios, observaron que el jarabe ardndano americano
evita la recurrencia de 1TU sintomética.

Jepson y Craig ®, publican en la Cochrane Library un meta-analisis en relacion a
la utilidad del extracto de arandano americano en la infeccion urinaria. Para ello
seleccionaron todos los ensayos clinicos aleatorizados y controlados (entre los que se
incluye el nuestro) asi como los cuasi-experimentales. Se recopilé informacion sobre los
métodos, los participantes, las intervenciones y los resultados (incidencia de ITU
sintomaticas, resultados de los cultivos positivos, efectos secundarios, adherencia al
tratamiento). Esta revision actualizada incluye un total de 24 estudios (seis estudios
cruzados, 11 estudios de grupos paralelos, y dos estudios con un disefio factorial) con
un total de 4.473 participantes. Diez estudios fueron incluidos en la actualizacion de
2008 y 14 estudios se han afiadido a la actualizacion de 2012. Trece estudios (2380
participantes) evaluaron s6lo zumo de arandano americano/concentrado; nueve estudios
(1032 participantes) evaluaron solo ardndano americano pastillas/capsulas; un estudio
compar6 zumo de arandano americano Yy tabletas; y un estudio compar6 capsulas de
arandano americano y tabletas. Los brazos de comparacion / control fueron con
placebo, ningin tratamiento, agua, hipurato de metenamina, antibidticos, o
lactobacillus. Once estudios no se incluyeron en el meta-andlisis ya sea porque el
disefio fue un estudio cruzado y los datos no se informaron por separado o por falta de
datos pertinentes. Los datos incluidos en el metaanalisis mostraron que, en comparacion
con placebo, el agua o no tratamiento, los productos de ardndano americano no
redujeron significativamente la incidencia de infeccion urinaria sintomatica general (RR
0.86; IC 95 %: 0.71 a 1.04). No hubo diferencia significativa entre los efectos adversos
gastrointestinales por arandano americano en comparacion con los de placebo / ningln
tratamiento (RR 0.83; IC 95 %: 0.31 a 2.27). La mayoria de los estudios no informaron
sobre la composicion del producto, a diferencia del nuestro donde si se realizé una
caracterizacion completa. Los autores coinciden con nosotros en que preciso conocer la
composicién de los diferentes extractos disponibles en el mercado.

En nuestro estudio se utiliza como antibiotico profilactico la trimetoprima.
Estudios como el de Nguyen, H.T % estudian la idoneidad o no de la adicién de
sulfametoxazol al tratamiento profilactico partiendo de que la combinacion de
trimetoprima / sulfametoxazol a menudo se utiliza para tratar infecciones de las vias
urinarias no complicadas en nifios. EI fundamento para la combinacion de trimetoprim y
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sulfametoxazol es que pueden actuar de manera sinérgica para aumentar la actividad
antibacteriana. Sin embargo, aproximadamente el 3% de los pacientes presentan
reacciones alérgicas al sulfametoxazol, de los cuales algunas son graves (insuficiencia
hepética y el sindrome de Stevens-Johnson). En el estudio se determind si la adicion de
sulfametoxazol aumenta la actividad antibacteriana in vitro en comparacion con
trimetoprima sola. Prospectivamente identificaron 1.298 nifios con infeccion del tracto
urinario (mas de 100.000 ufc / ml de E. coli) de un total de 4 regiones de América. La
susceptibilidad in vitro de E. coli al sulfametoxazol, trimetoprim y trimetoprim /
sulfametoxazol se determind a través de difusion en disco, observandose que E. coli
tenia una susceptibilidad a trimetoprim del 70 %, comparable con el 70 % de
trimetoprim / sulfametoxazol (p = 0.9) y mayor del 56.9 % del sulfametoxazol solo (p <
0,05). Sobre la base de estos resultados se podia concluir que en los nifios con infeccién
del tracto urinario la susceptibilidad in vitro a la trimetoprima fue comparable a la de
trimetoprima / sulfametoxazol y significativamente mas alto que la de sulfametoxazol.
Por tanto, la adicién de sulfametoxazol parece innecesaria y puede representar un
riesgo para los pacientes, motivo por el que decidimos utilizar en nuestro ensayo
trimetoprima sola frente a la opcion trimetoprima/sulfametoxazol.

La composicion jarabe de arandano americano utilizada en nuestro estudio *
puede ser de interés para futuras comparaciones de nuestros resultados con los de otros
estudios, dada la gran variabilidad en las concentraciones
de proantocianidinas observadas en los distintos extractos de ardndano americano que
se utilizan en los diversos estudios *"*°. Para la caracterizacién del jarabe de arandano
americano se ha desarrollado un método espectrometria de masas (HPLC- DAD- TOF —
MS) usando modos de ionizacion negativa y positiva mediante los cuales fue posible
identificar 34 compuestos diferentes, nueve de los cuales se han caracterizado
provisionalmente por primera vez en nuestro jarabe. También es importante destacar
que algunas cumarinas no descritas en el ardndano americano también fueron
identificadas.

McMurdo y cols. ®°, publicaron en 2009 un ensayo clinico aleatorizado, doble-
ciego con arandano americano o trimetoprima en mujeres con riesgo de infecciones
urinarias recurrentes. Para ello reclutaron ciento treinta y siete mujeres con dos o méas
infecciones urinarias tratada con antibidticos en los 12 meses anteriores. Obtuvieron los
siguientes resultados: 39 de 137 participantes (28 %) tuvieron una infeccion urinaria
tratada con antibioticos (25 en el grupo de arandano americano y 14 en el grupo de
trimetoprima). El tiempo hasta la primera recurrencia de infeccion del tracto urinario no
fue significativamente diferente entre los grupos (p < 0.1). La mediana del tiempo hasta
la recurrencia de la ITU fue de 84.5 dias para el grupo de arandano americano y 91 dias
para trimetoprima. Hubo 17/137 (12%) retiradas del estudio, 6 /69 (9 %) del grupo de
arandano americano y 11/ 68 (16 %) del grupo trimetoprima, con un riesgo relativo de
la retirada del grupo de ardndano americano de 0.54 (IC del 95 % 0.19 a 1.37).
Concluyeron que la trimetoprima tenia una ventaja muy limitada sobre el extracto de
arandano americano en la prevencion de ITU recurrente en mujeres y tenia mas efectos
adversos.

La revision sistematica publicada por Jepson ®' en 2004, de un total de 10
estudios (1049 pacientes) llego a la conclusion de que jarabe ardndano americano redujo
significativamente la incidencia de infecciones urinarias tras 12 meses de seguimiento
(OR: 0.65; IC 95% 0.46-0.90) en comparacion con el grupo control que recibio placebo.
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El arandano americano fue mas eficaz en la reduccion de la incidencia de infecciones
urinarias en mujeres con infeccion recurrente que en hombres, mujeres de tercera edad
0 personas que requieren sondaje. Jepson ®*, en 2012 vuelve a publicar una revision
de la literatura con la que adicidn de 14 nuevos estudios a la revision y observa que el
zumo de ardndano americano es menos eficaz de lo indicado anteriormente. Los
productos de arandano americano no fueron significativamente diferentes a los
antibidticos para prevenir las infecciones urinarias en tres estudios pequefios.

De forma general, al revisar la literatura se encuentran estudios muy
heterogéneos en todos los aspectos, tanto metodoldgicos-cientificos como
interpretativos. Por otro lado, la metodologia Cochrane que se ha mostrado como una
herramienta Util en la evaluacion de la eficacia de medicamentos podria no ser tan (til
cuando comparamos suplementos alimenticios dada la gran variabilidad en cuanto a
composicion de las intervenciones ensayadas, unos estudios utilzan zumos, otros
extractos. Es fundamental la deteccion de los sesgos que se han producido para realizar
una correcta interpretacion de los resultados. En este sentido faltan trabajos homogéneos
en la caracterizacion-cuantificacion de los componentes del ardndano americano a fin
de poder determinar cual es la dosis correcta y la duracion éptima del tratamiento
profilactico.

10.4. Evidencias de eficacia y seguridad en poblacién infantil

Nuestro estudio confirma que el arandano americano es seguro para la poblacién
pediatrica, se muestra seguro en lactantes de hasta 2 meses de edad. Como se expone en
el apartado de Resultados, sélo un 3,6% de los pacientes present6 algun tipo de reaccién
adversa (5 casos en la rama de tratamiento con trimetoprima y 2 casos en la rama del
arandano americano), que se clasificaron como intolerancia gastrica o gastrointestinal y
rash cutaneo. No se evidenciaron reacciones adversas graves. Es especialmente
importante resaltar que el 20.8% de los pacientes reclutado eran menor de 6 meses y de
estos el 60% completaron el afio de seguimiento sin presentar infeccion del tracto
urinario o alguna otra reaccion adversa. Salo y cols. *, realizan un ensayo clinico
aleatorizado y doble ciego para determinar si el zumo de arandano americano puede
prevenir la ITU recidivante en la poblacién pediatrica. El ensayo clinico se emplaza en
las consultas de pediatria de 7 hospitales de Finlandia de 2001 a 2008, se estudian 263
nifilos de ambos géneros de 1 a 16 afios de edad que presentaron un episodio de ITU en
los dos meses previos. El anlisis se realizo finalmente en 255 nifios que cumplian los
criterios de inclusiéon. Se excluyeron los nifios con profilaxis antibidtica previa por
reflujo vesicoureteral grado I11-1V o bien por otro motivo. Se analizaron 126 nifios en el
grupo de intervencion (GI) y 129 nifios en el grupo control (GC) de los cuales el 91%
eran nifias. Durante el estudio se perdieron 16 nifios en el Gl (13%) y 11 nifios en GC
(9%). La dosis utilizada fue de 5 ml/Kg con un maximo de 300 ml de zumo al dia
(zumo de arandano americano 41 g/l) o de placebo enmascarado. Esta dosis se
distribuyd en 1 o 2 dosis diarias durante 6 meses. El seguimiento se realiz6 durante 1
afo, registrando el consumo de zumo y los sintomas compatibles con ITU. Si se
observaban 3 o0 mas ITUs se instauraba profilaxis antibidtica durante 6 meses sin
suspender el tratamiento con zumo. Tras 12 meses de seguimiento los autores observan
una reduccion absoluta del riesgo (RAR) de -6% (IC del 95%: -16% a 4%), odds ratio
(OR): 0.71 (IC del 95%: 0.38-1.36) con p=0,21. Los autores concluyen que la
proporciéon de nifios que tuvieron una recidiva de infeccion urinaria fue similar en
ambos grupos. Sin embargo, la densidad de incidencia por persona-afio en riesgo fue
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significativamente mas baja en el Gl (Gl: 0.25; GC: 0.41) RAR: -0.16 (IC del 95%: -
0.31 a 0.01) p=0,03. Los nifios del GI usaron menos antibidticos, presentaron 11.6
dias/afio frente a 17.6 dias/afio en el GC (diferencia: - 6 con IC del 95%: -7 a -5
dias/afio; p<0.001). A la luz de estos datos, los autores concluyeron que el zumo de
arandano americano disminuye el nimero de episodios totales de ITU en la muestra,
aunque no ha demostrado disminuir el nimero de nifios con recidivas de ITU. En este
estudio hay un importante nimero de nifios que rechazan la ingesta del zumo de
ardndano americanos por su sabor, pero no se detectan reacciones adversas lo cual
apoya la seguridad del preparado.

Ferrara y cols. *%, realizan un ensayo clinico que publican en 2009, compara el
efecto del zumo de ardndano americano y el Lactobacillus GG en la prevencion de las
ITUs recidivantes en nifios. Se trata de un ensayo clinico aleatorizado no cegado en
nifios derivados a las consultas externas de Nefrologia Pediatrica de un hospital de
Roma. La poblacion de estudio incluye 84 nifias entre 3 y 14 afios de edad derivadas
por haber sufrido mas de una ITU por E. coli en el afio anterior y que no han recibido
profilaxis previa. Se excluyeron los pacientes que presentaron lesiones obstructivas o
malformaciones del tracto urinario, asi como alteraciones de la funcion renal. Se perdid
un 4.7% de los participantes de la muestra. La intervencion consistié en asignar a las
niflas en 3 grupos diferentes. El grupo | (G1, n=28), recibi6 7.5 gr de arandano
americano rojo y 1.7 gr de ardndano americano azul en 50 ml/dia de zumo
concentrado durante 6 meses. El grupo 2 (G2, n=27) se le administr6 100 ml de
Lactobacillus GG (4x10” ufc), 5 dias al mes, durante 6 meses. El grupo 3 (G3, n=29)
fue el grupo control y no consta que se administrara placebo. Todos los grupos eran
similares en cuanto al riesgo de ITU. La adherencia al tratamiento se control6 mediante
cuestionario trimestral. Todos los nifios con 3 0 mas ITUs se trataron con profilaxis
antibiotica. Los autores observan una reduccion en la recurrencia de ITU del 10%,
teniendo en cuenta que el 30% de las nifias sufrian una recurrencia. EIl resultado
principal fue la presencia o no de ITU en los 6 meses de seguimiento. Las variables
secundarias medidas fueron la necesidad de iniciar tratamiento profilactico y la
evaluacién de la tolerancia y efectos adversos al zumo de ardndano americano. En el
ensayo clinico no se notificaron reacciones adversas en ninguno de los pacientes. No
obstante, anotan la posibilidad de diarrea y algunas otras alteraciones gastrointestinales
leves en lactantes y nifios pequefios, por lo cual justifican la edad de la poblacién de
estudio entre 3 'y 14 afios de edad. En nuestro ensayo se utilizé el extracto de arandano
en lactantes por debajo de los 12 meses y desde el mes de edad, sin que se aprecien
efectos adversos comunicables. Parece destacable en favor de nuetro estudio que no
utilizamos zumo de arandano, sino una dispersion de extracto de arandano en jarabe de
glucosa. No podemos considerar el preparado experimental utilizado en nuestro estudio
como zumo de fruta, ya que por otro lado no estaria indicada en lactantes por debajo de
los 4 meses de edad. El estudio de Ferrara y cols. *, aborda el efecto de la intervencion
en un escenario clinico diferente, dado que solo estudia a nifias con ITUs recurrentes. Es
un ensayo aleatorizado, no cegado, con dos grupos de comparacién, en los que la
intervencion fue claramente diferente, y ademas un tercer grupo de no tratamiento. El
estudio no deja claro el protocolo de estudio realizado, aunque se excluyeron pacientes
con deformidades del tracto urinario y obstrucciones estructurales. La adherencia al
tratamiento se valoro por cuestionario. Otra fuente de heterogeneidad entre los estudios
nombrados es la concentracion del zumo de arandano americano administrado.
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En 2009, Nishizaki y cols. * publican un estudio cuasiexperimental cuyo
objetivo fue valorar si el zumo de ardndano americano puede sustituir a la profilaxis
antibidtica en la prevencion de ITUs en los nifios con RVU. El ensayo clinico se realiza
en varios hospitales de Japdn, y la poblacion de estudio incluye 31 nifios reclutados
entre marzo de 2003 y julio de 2008. 12 nifios se incluyeron en el GI (7 nifios y 5 nifias)
y 19 nifios en el GC (11 nifios y 8 nifas), todos ellos con RVU de grado I-IV
diagnosticado por cistografia y con antecedente de ITU en el mes anterior. No consta
si hubo pérdidas aunque al menos un paciente al parecer rechazé la ingesta de zumo. La
intervencion consistio en administrar al G1 100 ml de zumo de ardndano americano al
50%, una vez al dia con un periodo de observacion medio de 17.2 + 7.9 meses (rango: 3
a 27 meses). EI GC recibi6 5-10 mg/Kg de cefaclor al dia con un periodo de
observacion medio de 10.2 + 3.3 meses (rango: de 5 a 15 meses). En caso de
recurrencia de ITU, se sustituia el zumo de ardndano americano por un tratamiento
antibidtico y el nifio salia del estudio. Se observd una reduccién en la recurrencia de
ITU del 50%. La variable principal medida fue la recurrencia de ITU, definiendo ésta
segun criterior clinicos y de laboratorio. En el Gl se observaron 2 ITUs en 206 meses-
estudio (1 por cada 103 meses-estudio) y en el GC 2 ITUs en 194 meses-estudio (1 cada
97 meses-estudio) no existiendo diferencias significativas entre los dos grupos. El
riesgo relativo (RR) de recurrencia de ITU fue de 1.58 (IC al 95%: 0.26-9.79). Los
autores no comunican efectos secundarios en el grupo de intervencién y concluyen que
el zumo de arandano americano es comparable a la profilaxis antibidtica con cefaclor
en la prevencion de 1TUs recidivantes en nifios con RVU.

El interés clinico de la medida prinicipal (episodios de ITU) en los estudios
anteriormente referidos, Salo * y Ferrara *’, es importante, sin embargo hay
discrepancia entre los resultados, que puede ser explicado en parte por el mayor rigor
metodologico del primero, pero también porque la poblacion de estudio es diferente
(destacar que el estudio de Ferrara °* solo incluye nifias de mayor edad, por lo que el
efecto de la intervencion podria ser mayor ya que la prevalencia de recurrencia seria a
priori mas alta) asi como la duracion del estudio y la cantidad de principio activo
ingerido.

Un estudio observacional publicado por JM. Garat Barredo y cols. *, en 2011
analiza la utilidad del extracto de arandano americano en la prevencion de la infeccién
urinaria (ITU) en el nifilo como contrapartida a la quimioprofilaxis antibiotica. Utilizan
un extracto de arandano americano con 118 mg de proantocianidinas (PAC). Se trataba
de un estudio prospectivo (observacional, clinico-bacterioldgico) realizado en nifios
durante 1 afio. Se incluyeron 70 pacientes de ambos sexos, de 5-17 afios de edad
(media: 9.3 afos). El estudio fue completado por 62 pacientes (51 nifias y 11 nifios); 8
pacientes no tomaron con regularidad la medicacion, por lo que se consideraron casos
de abandono (11.42%). Los criterios de inclusion fueron los siguientes:

1. Més de 2 ITUs recidivantes con clinica en el afio anterior a la inclusion.

2. Bacteriurias asintomaticas en 4 o mas analisis el afio previo, con presencia de
mas de 100.000 UFC de E. coli en el urocultivo.

3. Reflujo vesicoureteral con o sin quimioprofilaxis.
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4. Infecciones recidivantes (mas de 2 en el afio anterior), con disfuncién vesical
no neuropatica confirmada mediante un estudio urodinamico.

No se incluyeron en el estudio los pacientes en los concurrian:

1. Nifios con malformaciones organicas del aparato urinario (p.ej., ureterocele,
extrofia vesical, epispadias-hipospadias, diverticulos vesicales, etc.).

2. Nifios previamente operados de afecciones en el aparato urinario (p. ej.,
cirugia antirreflujo, pielolitotomia, operaciones uretrales o vesicales, etc.).

3. Pacientes con vejiga neuropatica secundaria a mielomeningocele o disrafias
espinales (lipomeningocele, etc.).

4. Pacientes con litiasis urinaria.
5. Nifios con insuficiencia renal moderada o grave.

Todos recibieron un comprimido diario de extracto de ardndano americano (118
mg de PAC), fragmentado y mezclado con agua o yogur. La dosis administrada fue
igual en todos los pacientes, independientemente de su edad y peso. Se controlé a los
pacientes cada 2 meses, y se realizaron visitas con un analisis de orina previo
(sedimento y cultivo).

Solamente 8 pacientes no tomaron con regularidad el tratamiento (11,42% de
abandonos) y no se incluyeron en el analisis estadistico posterior. Los autores
consideran seis grupos para el analisis:

» Grupo 1. Bacteriurias asintomaticas. Se incluyeron en este grupo 18 nifios (un
29% del total), 11 mujeres y 7 varones. Ninguno recibio antibioterapia durante 1
afio. Todos ellos mantuvieron la bacterinuria. En el 92% de las bacteriurias el
agente causal era E. coli. En ningun caso (100%) se produjo durante el afio de
tratamiento ninguna ITU sintomatica ni febril.

* Grupo 2. Reflujos vesicoureterales (grados II-111) con quimioprofilaxis con
cefadroxilo (un tercio diario de la dosis terapéutica segun el peso). Se incluyeron
9 pacientes (8 nifias y 1 nifio), que representaban el 14.5% del total del estudio.
Ninguno presento pielonefritis aguda (PNA) ni ITU sintomatica en el afio de
tratamiento (100%).

* Grupo 3. Reflujos vesicoureterales (grados Il-111) sin quimioprofilaxis. Se
incluyeron 7 pacientes (6 nifias y 1 nifio) (11.3% del total). Un nifio tuvo una
infeccion sintomatica (14.3%). Ninguno (100%) tuvo una PNA febril.

» Grupo 4. Nifios con PNA recidivantes (mas de 2 episodios por afio) sin reflujo
vesicoureteral. Cinco nifios (8%), todos de sexo femenino, siguieron profilaxis
con comprimidos de extracto de ardndano americanos en la dosis indicada. Uno
(20%) tuvo una ITU sintomatica. Ninguno tuvo una PNA febril (100%). Una de
las nifias presentd en un urocultivo una bacteriuria asintomaética por E. coli.

* Grupo 5. ITU bajas recidivantes (sin fiebre). Este grupo estuvo constituido por
17 pacientes (15 nifias y 2 nifios) (27.4% del total). Tres nifias (17.6%) tuvieron
una ITU sintomatica que requirié antibioterapia, prosiguiendo luego con
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extracto de arandano americano; 14 nifios (82.3%) no tuvieron ninguna ITU
sintomética en el afio de tratamiento. Ninguno presentd una ITU febril.

* Grupo 6. Nifios con infecciones recidivantes (mas de 2 episodios por afio) y
disfuncion vesical comprobada urodindmicamente (dretrusor hiperactivo). Este
grupo estaba constituido por 6 nifias (9.7% del total). Recibieron tratamiento con
un anticolinérgico (tolterodina 4 mg/dia) mas extracto de ardndano americano,
118 mg de PAC. Ninguna (100%) present6 una ITU sintomatica ni febril durante
el afio de observacion.

En este estudio mientras los pacientes recibieron tratamiento con extracto de
arandano americano, ninguno (100%) present6 una PNA y solo el 8% tuvo una ITU
sintomaética, lo que arroja un resultado global de eficacia superior al 90%.. En ninguno
de los grupos de pacientes se constataron efectos adversos durante el afio de
tratamiento. Estos hallazgos corroboran nuestros propios resultados sobre la eficacia y
efectividad del arandano en la profilaxis de la ITU. Pero ademéas permite extraer otras
conclusiones

1. Uno de los aspectos mas llamativos es la gran aceptacion por parte de los
padres. Teniendo en cuenta que este trabajo fue realizado con comprimidos
que debian ser fragmentados por los padres, con el inconveniente practico
que esto conllevaba, s6lo obtuvieron en 1 afio una tasa de abandonos del
11,42%.

2. Las evidencias existentes Ilevaron a los autores a iniciar este estudio con
pacientes a partir de 5 afios. Sin embargo, no hay referencias sobre la
aparicion de efectos adversos en nifios menores ", pero tampoco estudios de
seguridad suficientes.

3. Los autores concluyen que el extracto de ardndano americano carece de
accion bactericida, por lo que no suprime la bacteriuria, aunque impide la
fijacion de E.coli ala pared de la vejiga. Tambien concluyen la necesidad de
realizar estudios prospectivos, doble ciego, aleatorizados y controlados con
placebo para poder establecer recomendaciones con un alto grado de
evidencia.

En relacidn a este Gltimo punto cabe destacar otros trabajos realizados in vitro
donde se evidencia que el ardndano utilizado a altas dosis es capaz de inhibir el
crecimiento bacteriano (actividad bacteriostatica) y la formacién de biofilm .

Jepson y Craig ®, en 1998 publican en la Cochrane Library la primera de las 4
revisiones sistematicas existentes en relacion a la utilidad del extracto de ardndano
americano para la prevencion de la infeccion urinaria. En 2012 vuelven a publicar una
revision de la literatura existente hasta el momento, en la Cochrane Library en la cual
se concluye que el ardndano americano hasta el momento se ha mostrado seguro en la
poblacion peditrica, sin mostrar efectos adversos relevantes.

En 2005 Kontiokari y cols. %, llevan a cabo otro ensayo clinico aleatorizado en
el que se reclutan 341 nifios, con edad media 4,3 afios, procedentes de colegios
finlandeses a los cuales se administré zumo de arandano americano frente a un placebo
para intentar evaluar la seguridad del zumo de ardndano americano y la posible
afectacion de la flora nasofaringea, digestiva-fecal y la aceptabilidad del producto. Este
ensayo clinico confirma que el zumo de arandano americano no altera la flora
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nasofaringea ni digestiva-fecal, que es bien tolerado por la poblacion pediatrica y que no
produce efectos adversos. Observaciones que van en la linea de nuestras observaciones.

Si es importante destacar que en ninguno de los anteriores estudios se notifican
efectos secundarios de importancia pero si el rechazo de algunos nifios por su sabor, por
lo que la industria se ha visto obligada a fabricar preparados en formato jarabe,
comprimidos y capsulas, que haria més facil su administracion. En nuestro estudio se
emplea el formato jarabe para intentar eliminar el rechazo por sabor de algunos nifios.
En ninguno de los estudios tampoco se han valorado los costes que se exponen en la
memoria economica que se desarrolla en el apartado de Material y Método.

Fanos y cols.””, demuestran buenos resultados en 20 nifios (entre 18 meses y 14
afios de edad) tratados con una cépsula de extracto por la noche, con plena tolerancia y
sin efectos adversos. No obstante se trata de un estudio realizado con un tamafio
muestral pequefio. Un trabajo posterior insiste en la seguridad y preconiza estos
preparados con garantias en la poblacion pediétrica .

Dos estudios han evaluado la eficacia del jarabe de ardndano americano en nifios
con vejiga neurogeénica, controlada a traves de un catéter estéril intermitente EI primero
de estos estudios, realizado por Foda y cols. *® tenfa un disefio transversal simple,
incluia a 40 nifios, a los que se administré un cocktail de zumo de arandano americano
a dosis de 15 mg/kg/dia repartido en 4 dosis durante 6 meses y posteriormente 6 meses
con agua, sin periodo de lavado entre ambas intervenciones. El segundo estudio
realizado por Schlager y cols.> fue un ensayo aleatorizado y controlado con placebo
donde se incluyeron 15 nifios a los que se administré un concentrado de arandano
americano equivalente a 300 ml de zumo de arandano americano, durante 3 meses y
posteriormente 3 meses con placebo con una duracion total de 6 meses y sin periodo de
lavado entre ambas intervenciones. Ambos estudios concluyeron que el jarabe de
arandano americano no es mas eficaz que un placebo para controlar infecciones
urinarias en los pacientes con vejiga neurogénica. Sin embargo, en ambos estudios no
se ha podido caracterizar el contenido de polifenoles de los jarabes.

En nuestro ensayo clinico ha llamado la atencion tras romper el ciego para
analizar los resultados, que 75 pacientes recibieron profilaxis con arandano americano
y 117 con trimetoprima. Este tamafio diferente en los brazos de tratamiento puede
explicarse por un desafortunado problema con la aleatorizacion de los pacientes, debido
a la alteracién del orden de un montdn de carpetas de aleatorizacion en las consultas
médicas. En nuestro estudio detectamos un error en la asignacion ordenada de las
carpetas que se correspondian con cada numero de asignacion, previamente aleatorizado
a cada intervencion, de forma que algunas carpetas quedaron sin asignar en el orden que
les correspondia. Entendemos que estos errores, que se produjeron al final del estudio,
suponen un sesgo en la aleatorizacién, aunque no una pérdida del enmascaramiento,
dado que los investigadores no sabian a qué intervencién correspondia cada carpeta.

10.5. Arandano americano como alternativa a la profilaxis antibiética

La profilaxis de las infecciones del tracto urinario se ha asociado segun la
opinién de algunos autores ®®, con mayor resistencia bacteriana a los antibiéticos.
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Cheng C.H y cols. ®® publican en 2008 en Pediatrics, un articulo cuyo objetivo era
examinar la resistencia bacteriana a los antimicrobianos de los nifios con infeccion
urinaria recurrente que recibieron profilaxis con antibioticos debido a la presencia de
reflujo vesicoureteral primario. Se recogieron retrospectivamente los datos de los nifios
con reflujo vesicoureteral documentado en 2 hospitales durante un periodo de
seguimiento de 5 afios. Los pacientes pudieron recibir cotrimoxazol, cefalexina,
cefaclor o profilaxis con una secuencia de diferentes antibidticos (monoterapia
alternativa). Se obtuvieron los datos demogréficos, grado del reflujo vesicoureteral,
antibioticos profilacticos prescritos, y la sensibilidad a los antibioticos que se
determinaron en los resultados de las primeras infecciones de las vias urinarias e
infecciones urinarias intercurrentes que se registraron. Como resultados obtuvieron
324  pacientes que fueron sometidos a profilaxis con antibioticos (109 con
cotrimoxazol, 100 con cefalexina, 44 con cefaclor y 71 con monoterapia alternativa). Se
produjeron infecciones urinarias intercurrentes en pacientes de ambos hospitales
(20.4% y 25%, respectivamente). La infeccion por E. coli fue significativamente menos
frecuente en los nifios que recibieron profilaxis con antibiéticos, en comparacion con
sus episodios iniciales de la infeccion del tracto urinario. En este estudio los autores
concluyeron que los nifios que recibieron profilaxis con cefalosporina son mas
propensos a ampliar el espectro de bacterias productoras de lactamasa 0 uropatégenos
multirresistentes distintos de E. coli en las infecciones intercurrentes del tracto urinario;
Por lo tanto, estos antibi6ticos no son apropiados para el uso profilactico en pacientes
con reflujo vesicoureteral. El cotrimoxazol sigue siendo el agente profilactico preferido
para el reflujo vesicoureteral.

En nuestro estudio, no observamos un incremento significativo de las
resistencias bacterianas a los antibioticos entre los dos brazos del estudio. Nuestros
resultados muestran la no-inferioridad del jarabe de arandano americano frente a
trimetoprima en la profilaxis de las infecciones recurrentes del tracto urinario. Ademas,
el jarabe de ardndano americano como tratamiento es seguro en la poblacion pediatrica
y puede constituir una alternativa valida, especialmente en vista de la creciente
resistencia a los antibidticos.
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11. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. Sobre la base de nuestros resultados y considerando el progresivo incremento de
las resistencias bacterianas a antibidticos, ademas de la cada vez mas
cuestionada indicacion de la profilaxis antibiotica en la infeccion urinaria
recurrente y el reflujo vesicoureteral, podemos afirmar:

a. Que la profilaxis con extracto de arandano americano es segura en la
poblacién infantil, inclusive por debajo de los 12 meses de edad, no
evidenciandose acontecimientos adversos graves y apreciandose tasas de
acontecimientos adversos solicitados similares a las del tratamiento
antibidtico.

b. Que la profilaxis con extracto de arandano americano en la presentacion
galénica que hemos utilizado en el presente ensayo en bien tolerada en la
poblacion infantil, presentando un porcentaje de abandonos similar al
tratamiento antibiotico.

2. Dada la gran variabilidad en la composicion de los diferentes extractos de
arandano americano comercializados asi como en sus métodos de medida, y a
fin de aumentar la comparabilidad entre estudios parece recomendable incluir en
las especificaciones de cada producto una caracterizacion de todas las moleculas
polifendlicas, especificando el método de medida.

3. Puesto que diversas Guias de practica clinica recomiendan la profilaxis
antibiotica en el reflujo vesicoureteral de alto grado, con la reserva derivada del
pequefio tamafio muestral que para esta patologia aporta nuestro estudio,
podemos concluir que:

a. Que en los pacientes pediatricos con reflujo vesicoureteral el extracto de
ardndano americano no es inferior en eficacia a la profilaxis con
trimetoprima.

b. Que la prevalencia de reinfecciones por E. coli en esta patologia es
discretamente inferior a la observada tras profilaxis con trimetoprima.

4. De modo general e independientemente de que concurran 0 no alteraciones

anatomicas o nefrouroldgicas, la profilaxis con arandano americano en la
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infeccion urinaria recurrente infantil a demostrado no ser inferior a
trimetoprima.

5. Por ultimo, tras contrastar nuestros propios resultados con los publicados en la
literatura, podemos afirmar que el extracto de ardndano americano a las dosis
que proponemos es una alternativa Util a la profilaxis antibiotica en pacientes

pediatricos con recurrencia de la infeccidn urinaria.
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12. ABREVIATURAS
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ABREVIATURAS

AA: acontecimiento adverso

AAG: acontecimiento adverso grave

AEMYPS, AEMPS: agencia espafiola de medicamento y productos sanitarios
AEP: Asociacién Espafiola de Pediatria

AMM: Asamblea Médica Mundial

ATB: antibidtico

BA: Bacteriuria asintomatica

BAR: proporcidn de brix con respecto a la acidez valorable

Brix: medida de concentracion de zumo

CE: comunidad europea

CEIC: comité ético de investigacion clinica

CENTRAL: Cohrane Central Register of Controlled Trials

Cl: Consentimiento informado

CID: Cistografia Isotopica Directa

CID: item comercial de descripcion.

CIHR: Canadian Institutes of Health Research

CII: Cistografia Isotopica Indirecta

CIOMS: Council for international organizations of medical sciences
COX: ciclooxigenasa

CRD: cuaderno de recogida de datos

Cu®*: cobre

CUMS: cistourografia miccional seriada

CYP: citocromo

CZA: cictel de zumo de arandano

DAD: deteccidn por red de diodos

DI50: Dosis infectiva 50

DITC50: Dosis capaz de producir alteraciones citopaticas al 50% cultivos celulares
DL: Dosis letal

DL50: Dosis letal 50
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DMAC: 4- dimetilamino-cinamaldehido.

DMSA: acido dimercaptosuccinico

EC: Ecocistografia

ECA: ensayos clinicos aleatorizados

EDTA: European Dyalisis and Transplant Association

EE: error estandar

ESI: electrospray

ESI-TOF-MS: espectrometria de masas con analizador de tiempo de vuelo con
interfaz de ionizacion en electrospray

FRR: Funcion renal diferencial o relativa

FRRN: Funcidn renal diferencial normalizada

GC: grupo control.

GlI: grupo de intervencion

GPC: guia de practica clinca

Gr: gramos

HDL: High density lipoprotein , lipoproteina de alta densidad
HF: hipercolesterolemia familiar

HLPC: cromatografia liquida del alta resolucion.

HTA: hipertensién arterial

IC o CI: intervalo de confianza

ICMJE: Comité internacional de directores de revistas médicas
ICTRP: plataforma internacional de registro de ensayos clinicos
IFPMA: Federacion Internacional de la Industria del Medicamento
Ig: inmunoglobulina

IMC: indice masa corporal

INR: international normalized ratio

IRC: insufinciencia renal cronica

IU; ITU: infeccidn tracto urinario

LDL: Low density lipoprotein, lipoproteina de baja densidad
LOD: Limite de deteccion

LOQ: Limite de cuantificacion

LR: Razon de verosimilitud

M: mediana

MA: metaanalisis
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MALDI-TOF: espectometria de masas con analizador de tiempo de vuelo e
ionizacion por desorcion mediante laser asistida por matriz.
ME: membrana externa

Mg: miligramos

MI: mililitros

MR: manosa resistente

MRC: consejo de investigacién médica

MS: manosa sensible

MSI: espectometria de masas

MS-MS: espectémetros de masas en tandem

NHS: Sistema nacional de salud

NICE: National Institute for Health and Care Excellence
NR: lesién renal segmentaria no displasica con fibrosis y atrofia
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPC: Proantocianidinas oligoméricas.

OR: Razon de ventaja

PAC: proantocianidinas

PCR: Proteina C reactiva

PNA: Pielonefritis aguda

Ppm: partes por millén

PTFE: politetrafluoroetileno

R: rango

RAGI: reacciones adversas graves inesperadas

RAR: reduccién absoluta del riesgo

RPSP/PAJPH: Revista panamericana de salud publica.
RR: Riesgo relativo

RSD: Desviacion estandar relativa

RVU: reflujo vesicoureteral

S: desviacion estandar

S?% varianza

SE: desviacion estandar

SNS: Sistema Nacional de Salud

TMP-SMX: trimetoprim-sulfametoxazol

UFC: unidades formadoras de colonias

Diia. Verénica Fernandez Puentes



Tesis doctoral

USDA: U.S. Department of Agriculture.
VFG: velocidad de filtrado glomerular
VI/min: vuelo/minuto

VSG: velocidad sedimentacién globular

X: media aritmética
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