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Introducción

1- DESARROLLO DE FÁRMACOS PARA INFECCIONES

GENITOURINARIAS

1.1-Desarrollogeneral

La eficaciay seguridadde un antimicrobianose determinamedianteensayosclínicos. Sin

embargoantes de administrarsea humanos,deben realizarseestudios in vitro y en

animalespara obtener información sobre la actividad biológica del compuesto,sus

característicasfarmacológicas,su toxicidad y su eficaciapotencial(1). A diferenciade

otros fármacos,los antimicrobianosactuan sobre el agente etiológico directamente,

siendo ésteun organismoexógenoal huésped;por ello, la eficacia potencial de un

antimicrobianofrentea distintosagentescausantesde infección, puededeterminarseen

cierto grado a partir de los resultadosobtenidosin vitro en las pruebasclásicasde

susceptibilidad(determinaciónde la CMI, CMB) y los datos del mecanismode acción,

característicasfarmacocinéticasy actividadfarmacodinámicadel compuesto(1).

Con respectoa los ensayosclínicos, la “US. Food and Drug Administration” -FDA-,

agenciade regulaciónamericana,junto con la SociedadAmericanade Enfermedades

Infecciosas -IDSA- (Infectious Diseases Society of America), ha elaborado una

normativa(2) paraestablecertodoslos estudiosque se requierenpara la evaluaciónde

un nuevoantimicrobianode formaque:

1- Se establezcaclaramentela definición de los distintos grados de infección y los

objetivos clínicos y microbiológicos que se deben considerar para el estudio del

antimicrobiano,

2- Seestratifiquea los pacientesde acuerdoa suscaracterísticasdemográficas,severidad

de las enfermedadesde base,infeccióny naturalezadel agenteinfectante,

3- Se compareel nuevoagenteantiinfecciosocon los antimicrobianosestándaren cada

caso,y,

4- Se tenganen cuentalos nuevosmétodosdiagnósticosy cambiosen el manejo de

ciertasinfecciones.
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Introducción

El descubrimiento, investigación y desarrollo de un nuevo farmaco para su

administración a humanoses un proceso complejo que requiere la integración de

intereses científicos, clínicos y comerciales. El programa de desarrollo de un

antimicrobianoexigela realizaciónde estudiospreclínicosy clínicos.

1. 1. 1-Estudiospreclínicos

Los estudiospreclínicoscomprendenestudiosin vitro e in vivo. Estosestudiosse relizan

antes de la primera administraciónexperimentala humanos,para demostrarque el

antimicrobianotieneunaactividadin vitro favorablefrentea los patógenosqueproducen

infeccionesen humanos,tieneun perfil de seguridadadecuadoen animalesy es eficaz en

los modelosde infección experimentales(3). Ademásel conocimientode las propiedades

farmacológicasdel antimicrobianopermitiráestablecerde qué maneradebeadministrarse

en los ensayosde laFaseclínica(3)

1.1.1.1-Estudiosin vitro

La actividadantimicrobianain vitro de un nuevocompuestodebeestablecersemediante

una seriede estudiosin vitro estándar,que comprendeentreotros, la determinacióndel

espectroantimicrobiano, es decir, la actividad antibacterianafrente a un panel de

bacterias incluyendo especiesgrampositivasy gramnegativas,aerobios, anaerobios

facultativosy anaerobiosestrictos,mediantela determinación,entreotrosparámetros,de

la ConcentraciónMínima Inhibitoria (CMI) y la ConcentraciónMínima Bactericida

(CMB) (3). Estos tests constituyen el primer paso en la evaluaciónde la actividad

antimicrobianade un compuesto; los datos microbiológicos obtenidos antes de la

realización de los ensayos clínicos deben incluir información sobre la actividad

bactericidadel compuestofrentea cepasde coleccióny aisladosclínicos determinada

mediantemétodosestándar(4).
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Introducción

Los respítadosobtenidosin vitro puedenno predecirla respuestaantimicrobianain vivo,

ya que las condicionesen las que serealizan,aunqueintentansimular en lo posiblelas

condicionesin vivo, son muy distintas a éstas;sin embargo,a pesarde las reservasque

existen sobresu relevanciaclínica, la CMI se considerageneralmentecomo punto de

referenciapara comparary evaluar otros tests de susceptibilidady se utiliza como

herramientaparadescribirla eficaciade los antimicrobianos(5).

1.1.1.2-Estudiosin vivo

Son fundamentalmenteestudios realizadosen modelos animales con los siguientes

objetivos(1):

1- Evaluar de forma preliminar la toxicidad de un compuestopara un determinado

órganoo lesión

2- Conocerlas propiedadesfarmacológicasde un fármaco

3- Proporcionarinformación preliminar útil en relación a selecciónde intervalos de

dosificaciónparahumanos

4- Determinarla eficaciapotencialen generaly en infeccionesespecíficas,y,

5- Evaluar la eficaciapotencialde fármacosque no puedeserevaluadaadecuadamente

pormétodosin vitro.

1.1.2-Ensayosclínicos

Los ensayosclínicoscomprendencuatrofases:Ensayosclínicos de Fase1, FaseII, Fase

III y FaseIV.

Los ensayosde Fase1 constituyenla primera administracióna humanosy proporcionan

informaciónsobrelas característicasfarmacocinéticasy el perfil preliminarde seguridad

del compuesto.Se realizanfundamentalmenteen voluntariossanosy permitenestablecer

el margende dosificaciónque puedeutilizarseen terapeútica(6). Ademásen el casode

3



Introducción

los antibióticos, se pueden obtenerdatos ex vivo de eficacia, enfrentandoel suero

obtenido a los distintos tiempos a bacterias diana, determinando así la actividad

bactericidadel suero.

Los ensayosde FaseII se realizan en un número reducido de pacientescon una

enfermedadespecífica.Son los estudiosque proporcionanla primera informaciónsobre

la eficacia clínica del compuestoe información adiciona] sobresu seguridad(7). Van

seguidos(aunquea vecesen el caso de los antimicrobianosse puedensolaparlas dos

fases)de los ensayosde FaseIII, donde seincluye un elevadonúmerode pacientes.En

estafase,el fármacose administraen formasemejantea como seutilizará trasobtenerel

registro. Su objetivo consisteen obteneramplia informaciónde eficaciay seguridady

establecerla dosificaciónmásadecuadaparael tratamientode unaenfermedadespecífica

(7). Los estudiosdeben ser comparativoscon el antimicrobiano estándarpara cada

infeccióny aleatorizados,es decir que el tratamiento(grupoproblema/grupocontrol) sea

asignado al azar (8). Estos estudios proporcionanfUndamentalmenteel perfil de

seguridaddel compuestoya que en ellos se obtienela información más amplia sobre

acontecimientosadversose interaccionesmedicamentosas.

Los ensayosde FaseIV se realizanunavez se ha obtenidola aprobacióndel compuesto

para su comercializacióny se realizan para obtenerdatos en poblacionesespeciales,

nuevasindicaciones,redefinir intervalosde dosificación(1), y especialmenteen el campo

de los antimicrobianos,paraobtenerdatosde eficacia con la evolución de resistencias

bacterianas(9).

1.2-Desarrollode un fármacoparael tratamientode infeccionesdel tracto urinario

(ITU).

El término infección urinaria incluye un amplio númerode entidadesclínicas con una

característicacomún: un cultivo de orina positivo. Sin embargolas distintas entidades

difieren en lo que se refiere a presentación,significado clínico y tipo de terapia
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Introducción

antimicrobianaaplicadaparaeliminar la infección(10). Teniendoen cuentalo anterior,es

lógico que tambiéndebandiferenciarselos estudiosa realizarparala evaluaciónde los

antimicrobianosen el tratamientode las distintasentidadesenglobadasen estetérmino.

La normativa FDA/IDSA en el capitulo referente a Infeccionesdel Tracto Urinario

(ITU) (11) distinguelas siguientescategorías:

a) ITU agudano complicadaen mujeres,

b) Pielonefritisagudano complicada,

c) UTI complicaday UTI en el varón,

d) Bacteriuriaasintomática,y

e) ITU recurrente.

La diferenciaciónentreunasy otras categoríasdeberealizarseconsiderandolos lugares

anatómicosafectados,las alteracionesanatómicasy funcionalesdel tracto urinario, y la

etiología del agenteinfectante.La especiecausantede la infección urinariapuedeser un

indicadorparaconocersi setratade unaITU complicadao no complicada(12). La ITU

no complicada está causadapor E. colí (80%), S. saprophyticus(10-15%), K.

pneumoniaey P. mirabilis (12), mientras que en la ITU complicada, E. cok es

responsablesólamentede un reducidonúmerode casosy la mayoríade infeccionesestán

causadaspor los otros microorganismosanteriormentecitadosasí como por otrosgram-

negativos de las especiesEnterobacter, Pseudomonas,Providencia y Morganella;

especiesgram-positivascomoEnterococcus,Streptococcusy Staphylococcusy, hongos

fundamentalmenteespeciesde Candida (12). Porlo que serefiere al lugar anatómicode

la infección, en la bacteriuriaasintomáticaexiste evidenciade infección en orina en

ausenciade signos o síntomasasociados;en la cistitis existensíntomaslocalizadosen

vejigaperono existeevidenciade afectaciónrenalo sistémica,mientrasqueen el casode

la pielonefritis, existensíntomasindicadoresde afectaciónrenal, evidenciade respuesta

inflamatoriasistémica,o unacombinaciónde ambas(13). El término ITU complicadase

refiere a la presenciade alteracionesorgánicaso funcionales del tracto urinario que

predisponenal establecimientoy mantenimientode la infección. Estaclasificaciónde las

entidadesclínicasde acuerdoal órganoafectado,las alteracionesdel tracto urinario y a

5



Introducción

la etiología va a condicionarel tratamientoque debaser aplicadoen cadacasoteniendo

en cuentalas característicasde los antimicrobianosy su actividadsistémica.En cualquier

caso,estadiferenciaciónes artificial y puedenexistir procesosen que existaafectación

del tractourinarioalto en infeccionesasintomáticaso no complicadas(14) o procesosen

que seproduzcaurosepsisen ausenciade afectaciónrenal (15). Además,la ITU es un

procesodinámico, y por ello el conocimientoen un momentodeterminadode que la

infección se limita a la vejiga no excluyeque puedadesarrollarseinfección renal con el

mismo microorganismoen un estadiomásavanzadode la infección(16).

En relaciónal tratamientoa aplicaren cadacaso, en generalla aplicacióny duracióndel

mismo debeaumentarproporcionalmentea la severidaddel síndromeclínico, desdela

bacteriuriaasintomáticaa la cistitis, pielonefritisy porúltimo la urosepsis,esdecir, para

la elecciónde la terapiaadecuaday su duración,es probablementemenosimportanteel

conocimientodel lugar anatómicode la infecciónque la severidaddel cuadroclínico del

pacientecon ITU (13).

La normativa FDA/IDSA distingue al menos cuatro regímenesdiferentes para el

tratamientode la ITU, entrelos que se debeencuadrarel régimenque se quieraestudiar,

ya que cualquiernuevoantimicrobianodebeaprobarseparaun usoterapéuticoconcreto

con un determinadorégimende dosificación(11). Los cuatrogruposson:

a) Régimenterapéuticoconvencional(7-14 días de tratamiento),

b) Régimenterapéuticocorto(dosisúnicao dosismultiples en 1-3 díasde tratamiento),

c) Régimenterapéuticoprolongado(4-6 semanasde terapia)y

d) Régimenprofilactico (dosisbajasadministradasa intervalosregulareso en relación a

la actividadsexualdurantevarios meses).

En relacióna los estudiosantesespecificadosparael desarrollogeneralde un fármaco

(in vitro, in vivo, clínicos), la normativaFDAIIDSA en el casoconcretode los fármacos

parael tratamientode la ITU, contemplala realizaciónde:
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- Estudiosin vitro: Determinaciónde la actividadfrentea uropatógenos,diferenciando

dos grandes grupos: a) Microorganismoscausantesde ITU no complicada y b)

Microorganismoscausantesde ITU complicada.

2- Estudiosin vivo. En el caso concreto de las ITU no se requiere la realizaciónde

estudiosin vivo antesde la realizaciónde ensayosclínicos(11).

3- Ensayosclínicos. Sedeberealizarlas siguientesevaluaciones(11):

a) La capacidaddel antimicrobianode erradicarel microorganismoresponsablede la

infeccióndel tractourinario,

b) La capacidadde eliminarlos signosy síntomasclínicos de infección,particularmente

la piuria,

c) La capacidaddel antimicrobianode prevenirla reinfeccióndel tracto urinario con

bacteriasprocedentesdel reservoriofecal,

d) Los acontecimientosadversosasociadoscon el usodel régimenantimicrobiano,

Existecontroversiasobreel númerode unidadesformadorasde colonias(ufc) quedeben

estar presentesen orina para establecer el diagnóstico de infección. La orina

normalmentees estéril, por lo que la presenciade bacterias,hongos o virus en ella

implica infección (estéacompañadao no por síntomasclínicos); sin embargotras el

vaciadode la vejiga, la orina debe pasarpor la uretradistal y en mujeresa través del

perineo,por lo que esfácilmentecontaminadapor la flora de estassuperficiesexternas

(17). Portanto, la bacteriuriasignificativadebedefinirsecomo el númerode bacteriasen

orina que distinguecon certezala verdaderabacteriuriade estacontaminación(17). Sin

embargono estáclaroquénúmerode bacterias(> 1 o~ ó> 1 o~ ufc/ml) debeconsiderarse.

La normativaFDA/IDSA consideradistintos criterios de inclusión de acuerdocon la

entidadclínicaa estudiar.Así en la ITU no complicadaen mujeresestableceel criterio en

> 1 o~ ufc/ml, en pielonefritisagudano complicaday en ITU en varonesen> 1 o~ ufc/ml,

y en ITU complicada,bacteriuriaasintomáticae ITU recurrenteen> EV ufc¡ml (11). Sin

embargo no existe amplio consenso,y autorescomo Kunin (18) han criticado esta

postura y recomiendanque cuando en ensayosclínicos se incluyan pacientescon

7



Introducción

recuentosbajos, en el análisis de eficacia se estratifiquea los pacientesde acuerdoal

númerode bacteriaspresentesen orinaseparandolosen doscategorías:a) pacientesque

presentanrecuentos>i03 - <io5 ufc/ml en el cultivo inicial y b) pacientesque presentan

recuentos=i o5 ufc/ml en el mismo.

La mayoría de mujeresque presentanun procesoagudo con polaquiuriay/o disuria,

tienenunainfeccióndel tracto urinario con o másufc/ml. Sin embargo,alrededordel

50% tienen menosde 10’ ufc/ml, y son los llamados síndromesuretrales.Muchos de

estos casos son, en realidad, una infección urinaria con títulos bacterianosbajos y

presenciade piuria. Excluyendoaquelloscasosen que seencuentranbacteriasen orinay

aquellosen que se demuestraunainfección herpéticagenital o una vaginitis, el restode

casospuedendividirse en dos grupos: a) aquellosque presentanpiuria por uretritis

debidaa Chlamydiao Neisseriagonorrhoeaey b) aquellossin piuria y cultivos negativos

(19).

Por tanto, teniendo en cuentael conceptode síndromeuretral anteriormentedescrito,

parecelógico queel estudiode un antimicrobianoparacistitis se completecon el estudio

de la eficaciadel mismo en uretritis producidaspor Chlamydiao Neisseriagonorrhoeae

en el campode las enfermedadesde transmisiónsexual.

1.3-Desarrollode un fármacoparael tratamientode enfermedadesde transmisión

sexual(ETS).

El término ETS englobaun grupo heterogéneode síndromesclínicos de muy diferente

presentación,causadospor distintos microorganismos(bacterias, virus, hongos o

parásitos) que presentan sólo en común transmitirse por contacto sexual. Esta

heterogeneicidadhace obligado el estudio de cada una de las enfermedadespor

separado.La normativaFDA/IDSA distingueen estecampolos capítulosreferentesa:

1- Tratamientode InfeccionesporHerpesSimplex

2- Tratamientodel Chancroide

8



Introducción

3- Tratamientode Infeccionesvaginales

4- Tratamientode gonorreano complicada

5- Tratamientode Infeccionespor Chlamydia

6- Tratamiento de la sífilis

No existe un antimicrobianoeficaz paratodas las entidadesmencionadas,por lo que

deberealizarseun estudio individualizadode cadauna de ellas. Sin embargo,aunquese

trate de entidadesbiendiferenciadas,en algunoscasossepresentanasociadas,por lo que

se debe siempre descartar en un paciente que presenteuna ETS la presencia

concomitantedeotra. En estesentidoy debidoa la frecuenciaen que las infeccionespor

N. gonorrhoeaey Chlwnydia sepresentande forma concomitante,es importanteque,

como ocurrecon algunasquinolonas,el antimicrobianoutilizado paratratamientode la

infeccióngonocócicatengatambiénactividad frentea Chlamydia(20). Si consideramos

ademásque, como se ha descrito previamente, estos dos microorganismosson

responsablesde una parte de los llamados síndromesuretrales, la idoneidad de un

antimicrobianoparael tratamientode cistitis no complicadasse incrementasi presenta

eficaciafrenteaN. gonorrhoeaey Chlamydia.

2- PREDICCION DEEFICACIA

2.1- General

Cuando se administra un antimicrobiano para el tratamiento de una infección, el

resultadoproducido en el pacientedependede múltiples variables que modulan la

interacción entre las tres partes implicadas en la infección: bacteria, huésped y

antimicrobiano.El estudiodeestainteraccióntridimensionalno es posiblerealizarloen

los testsde laboratorio,sin embargo,la interpretacióny relaciónde los resultadosde los

distintos tests realizados in vitro, ex vivo e in vivo, permitirá realizar una cierta

predicciónde la eficaciadel antimicrobiano.
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Los tests clásicos de susceptibilidad in vitro proporcionan información sobre la

interacciónbacteria-antimicrobiano(21), indicando la susceptibilidad de las especies

ensayadasa un determinadocompuestomedianteun índice numérico(CMI, CMB..); por

ello estostestsno debenserlos únicos parámetrosa teneren cuentaen la predicciónde

eficacia,ya que sonbidimensionalesy no tienen en cuentala terceraparteimplicada, el

huésped(21). La farmacocinéticade un compuestoproporcionaráinformaciónsobrelas

característicasdel antimicrobianouna vez administradoen el huésped,y representanla

interacciónfármaco - huésped(21). Por último, se puedeconsiderarla determinaciónde

la actividad bactericidadel suero como una medida del resultadode la interacción

huésped-bacteria(21), aunqueel papeldel sistemainmunológicoesel factorprincipaldel

huéspedque influencia el resultadode la infección (22), pero es dificil de determinary

simular experimentalmente.

Con respectoa la interacciónbacteria- antimicrobiano,los “breakpoints” o puntos de

corte de susceptibilidadson un intento de relación de los factoresfarmacológicosy

microbiológicosque se debenconsideraren la predicciónde eficacia,Se calculanen base

a la susceptibilidadde un gran númerode aisladosde ampliadistribución, las propiedades

farmacológicasdel fármaco y la eficaciaclínica obtenida(23). La “British Society for

Chemotherapy”establecesudeterminacióna travésde la fórmula(5):

“Breakpoint” CMI (Cmaxfi te) x 5

donde

Cmax es el pico de concentraciónen sangrede fármaco microbiológicamente

activo, conseguidodespuésde la faseinicial de distribución,

es el factor querepresentala unión aproteinas:1 (<70%), 0,5 (70-90%)y

0,2 (>90%),

esel factor querepresentala semivida: 2 (<lh), 1 (1-3h)y 0,5 (>3h)

e esel númerodevecesque la Cmaxdebeexcederla CMI.
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El resultadode la operacióncon estos factoresseredondeaal valor máscercanoen la

seriede dilucionesdoblesque incluye 1 ~.tg/ml.El factor 5 es el deslizamientonecesario

parala óptimareproductibilidad.

Estospuntos de corte sirven para categorizara las cepascomo sensibles(cepasque

presentanCMIs por debajodel nivel séricoo tisular alcanzadoy que causaninfecciones

susceptiblesde ser tratadascon el antimicrobianoen estudio), resistentes(cepasque

presentanCMIs que determinanque las infeccionesproducidasno puedenser tratadas

con el antimicrobiano en cuestión), y moderadamentesensibles(cepas con CMIs

intermediasque produceninfeccionesque pueden ser tratadas con dosis altas del

antimicrobianoo con las dosis habitualessi la infección se localiza en lugaresdondeel

antimicrobianoestéconcentrado)(24). De todasellas, la categoríaresistentees la más

predictora,ya que si la infección producidapor una ceparesistentees tratadacon el

antibiotico frente al que la cepa presentaresistencia, la respuestaclínica será

presumiblementede fracaso,mientrasque, comohemosdescritoantes,la susceptibilidad

de la cepaessólo uno de los muchosfactoresqueinfluyen en la respuestaa la infección,

lo que puede hacer que cepas clasificadas como susceptibleso moderadamente

susceptiblesno siempresecorrelacionencon eficaciaclínica(24).

Con respectoa la interacciónfármaco-huéspedy su relacióncon la CMI en la predicción

de eficacia, se debe considerarla cinética de muerte bacterianaproducidapor los

distintos grupos de antimicrobianos.Clásicamentelos antimicrobianosse clasifican en

dos grandescategoríassegúnsu acciónpresentedependenciao no de la concentración:

fármacosconcentración-depedienteversusfármacosconcentración-independiente(25).

En los fármacosconcentración-dependientecomo las fluoroquinolonas,la acción del

antimicrobiano es mayor con concentracionesalrededor del pico sérico que con

concentracionessituadasen el medio de la curva concentraciónplasmática-tiempo,y esta

acciónesa su vezmayorquela de concentracionescercanasa la CMI. Ademásen estos

fármacosestambiénimportantealcanzaraltasconcentracionesen el pico ya que evita la

apariciónde resistencias(25). Los antimicrobianosconcentracióndependientepresentan

una tasade muertebacterianaque cambiaconstantementecon la concentración(tiempo
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transcurrido)y el númerototal de bacteriasmuertaspuedeconsiderarsela integral de la

tasade muertebacterianaconcentración-dependientecon respectoal tiempo (25). Por

ello estetipo de fármacospresentanuna acciónligadaal áreabajo la curvaconcentración

plasmática-tiempo(AUC) (25), siendoel AUC/CMI el parámetrofarmacodinámicomás

predictor de la eficacia microbiológica, ya que correlacionala farmacocinéticadel

compuesto(AUC) con la susceptibilidadin vitro (CMI) (26). Ademásel AUC/CMI al

considerarambosparámetros,permitecompensaren parteun parámetrodesfavorable

(AUC o CMI) con el otro, de maneraquedosfármacoscon CMI diferentesno presenten

diferenciasde eficacia, ya que el fármaco con menorpotenciapresenteun parámetro

farmacocinéticomásfavorablequecompenseesasdiferenciasde susceptibilidad(26).

Con respectoala mediciónde la interacciónhuéspedtratado- bacteria,la determinación

de la actividadbactericidadel suero se ha utilizado frecuentementepara evaluar la

posibleeficaciade un antimicrobianoin vivo (27) y en algunoscasos,su correlacióncon

la eficacia clínica en pacientes.Diversosestudios asi realizadoshan demostradoque

títulos bactericidasigualeso superioresa 1:8 son los que sedebenconsideraradecuados,

ya que se correlacionancon eficacia clínica en los estudios realizados(28, 29). La

determinaciónde la actividadbactericidaesútil desdeel punto de vista clínico, para

predecir la resolución de septicemiasy otras infecciones, y de gran utilidad en

investigaciónclínica, principalmenteen la fasepreclínica,parala evaluaciónde nuevos

fármacos(30). En estalínea, Drusanoy cols. establecieronun métodoparapredecirla

actividadbactericidadel suerobasadoen los nivelesséricosalcanzadosy la CMB frente

al microorganismoinfectante,que seformulamediantela expresión1/ 2~ donde“n” es el

númerode dilucionesque el nivel de antimicrobianoestápor encimade la CMB (31).

La determinaciónde los títulos bactericidasy, por ende,su predicciónpor parámetros

farmacológicosy microbiológicos,deberealizarseen la valoraciónde cambiosde pautas

de dosificación(4) talescomo el incrementodel intervalo entredosis.
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2.2-Predicción de eficacia en Infecciones del Tracto Urinario (ITU)

El objetivo del tratamientoantimicrobianoes la eliminación de la bacteriadel tracto

urinario, ya que los síntomasdesaparecengeneralmentesin tratamientoincluso aunque

persista la bacteriuria (19). Diversos estudios han evaluado la importancia de la

obtenciónde altos nivelesantimicrobianosen sueroo en orina parala resoluciónde la

ITU (32-35), habiendotodos ellos demostradoque la desapariciónde la bacteriuriase

correlaciona directamente con la sensibilidad del microorganismo infectante a la

concentracióndel antimicrobianoalcanzadaen orina, siendoéstapor tanto el predictor

más fiable de la resolución del proceso, incluso en aquellos casos en que exista

afectaciónrenal (34). En el caso de la cistitis no complicada,las bacteriasestánen la

pared de la vejiga o en la orina, y, por tanto, muy expuestasa los antimicrobianos

excretadosen la orinay con inoculosbacterianosque decrecenintermitentementecon el

vaciado de la orina (16). Teniendoen cuentaesto y que las concentracionesde los

antimicrobianosen orina frecuentementesuperanlos niveles séricos, sejustifica que el

crecimiento bacteriano pueda ser inhibido por antimicrobianos a los que el

microorganismose considerano sensible(16), porque a las dosis empleadaspara el

tratamientode la ITU, no alcanzanen sueronivelesporencimade la CMI (19). Porello,

si consideramoslas categoríasde susceptibilidadestablecidaspor los “breakpoints” o

puntos de corte anteriormentedefinidas,debido a los altos niveles de antimicrobiano

alcanzadosen orina, la categoríade susceptibilidad “moderadamentesensible” se

consideraadecuadaparala evaluaciónde fármacosdestinadosal tratamientode cistitis

no complicadas(5, 23, 36).

La obtenciónde unaactividadantibacterianaalta y sostenidaen la orinaes el factormás

importanteparala eficacia(19). Aunqueestaactividadantibacterianavienecondicionada

fundamentalmentepor los niveles en orina del antimicrobianoadministrado,también

puedeverseinfluenciadaporotrosfactores:
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1- Actividad intrínsecade la orina. Uno de los factoresmás determinantesde esta

actividadesel pH urinario,ya que estudiosin vitro handemostradoquepH másbajosde

5,0 songeneralmenteinhibitorios del crecimientobacteriano(16).

2- Concentracionessubinhibitorias. Las concentracionessubinhibitorias de los

antimicrobianoshan demostradoin vitro influir en la capacidadde adherenciade las

bacteriasa las superficiesepitelialesparaestablecerla colonización(37), sin embargono

existenestudiosin vivo que demuestrenla importanciaclínica de esto, aunqueexisten

estudios que demuestranque concentracionessubinhibitorias son responsablesde la

eliminaciónde la bacteriuria(38) o soncapacesde prevenirla reinfección(39).

3- Metabolitosactivos en orína. En ciertasocasioneslos metabolitosexcretadosen la

orínacomoresultadodel metabolismodel compuestoadministrado,presentanactividad

antibacterianaque contribuye ademásde la del compuestooriginal a la actividad

antibacterianade laorina(16).

Paralelamentea lo descritoen relacióna los nivelesséricosparala predicciónde eficacia

general,los títulos bactericidasde la orinaresultanunamedida adecuadade la magnitud

de la actividad antibacterianade la orina, siendo el área bajo la curva de títulos

bactericidas(AUBC) un índicesensibledel efectofarmacodinámicodel fármaco(40). Sin

embargo, a diferencia del suero, pocos estudioshan investigado estacuestión y la

información de qué titulos deben considerarseóptimos es escasa.En un estudio se

observócuraciónclínica en al menosel 90% de los pacientesque presentabanun título

bactericidaen orina > 1:4 (41). Posteriormenteen un modelo farmacodinámicoin vitro

realizadocon una quinolona, se demostróque títulos séricos> 1:10 se correlacionaban

con erradicaciónbacterianaen un periodode exposiciónal fármacode 28 horas(42).

En relacióna la necesidadde una actividadsostenidaen orinaantesmencionada,aunque

antibióticos que alcancenaltas concentracionesen orina al menos durante24 horas,

puedenutilizarseen dosisúnica(19), diversosestudioshan demostradoque pautasde 3
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días son las óptimas ya que mantienenprácticamentelas ventajas de la dosis única

mejorandola eficaciaterapéutica(11,43).

2.3- Predicción de eficacia en Enfermedadesde Transmisión Sexual (ETS):

gonococia

La eficaciade los antimicrobianosparael tratamientode estasinfeccionespareceestar

ligado a la distribucióntisular quepresenten.Así, un fármacoconuna ampliadistribución

corporal,particularmenteen las mucosas,prediceuna erradicacióndel patógenono sólo

en mucosasgenitalessino tambiénen los demássitios dondeéstese puedahallar. Esto es

especialmenteimportanteen pacientescon gonocociaque puedenpresentarinfección

concomitanterectalo faríngea(44).

La obtenciónde indices terapeuticos(CmaxICMI) elevadosen suero(mayoresde 10)

pareceser, en el caso de las fluoroquinolonas,el factor determinantede eficaciaque no

sólo asegurala erradicaciónde las bacterias infectantessino que ademásevita la

aparición de cepasmutantes,ya que la experienciaclinica obtenidacon quinolonasque

presentabaníndicesmenoresde 10 frentea Ni gonorrhoeaeha demostradouna mayor

frecuencia de aparición de mutantes resistentes(44). Además, aunque no se ha

establecidola importanciade las concentracionesintracelularesdel antimicrobianoen la

erradicaciónde la infección,al tratarsede microorganismosque presentangeneralmente

localización intracelular, parecelógico que los antimicrobianosque alcancenniveles

inhibitorios intracelularesrepresentenuna ventajaparael tratamientode estasinfecciones

(45).
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3- INFORMACION PREVIA DE LA OUINOLONA

3.1-Descripcióndel producto

Rufloxacina es una nueva fluoroquinolona patentadapor Mediolanum farmaceutici,

Milán, Italia.

Químicamente, rufloxacina es el clorhidrato del ácido 9-fluoro-10-[N-(4-metil)-

piperazinil]-7-oxo-2,3-dihidro-7H-pirido-[1,2,3,de] [1,4] benzotiazina-6-carboxílico. Su

estructuraes:

o
II

F COOH

CH3—N N HCI

3.2- Mecanismo de acción

Las quinolonasson agentesantibacterianosque presentancomo dianas dos enzimas

bacterianasesenciales,la DNA girasa y la DNA topoisomerasaIV. La primera es

responsableentreotrasfunciones,del superenrollamientonegativo del DNA bacteriano,

acoplándosecomo un tetrámeroal DNA con dos subunidadesA y dossubunidadesB,

codificadaspor los genesgyrA y gyrB respectivamente.La topoisomerasaIV también

estácompuestapor cuatro subunidades,codificadasdos de ellas por el genparC y dos

por el parE. Esta enzimaes responsablede la aperturade la cadenade DNA tras la

replicación. Segúnlos esquemasmás aceptadoslas quinolonasformaríanun complejo
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irreversiblequinolona-enzima-DNA,poniendoen marchauna serie de procesos,incluso

hoy todavía no completamenteconocidos, que desembocaríanen la lisis celular,

Considerandoque ambasenzimasson necesariasparael crecimientoy división celular,

resultalógico que las quinolonasseanagentesbactericidas.En algunasespeciescomoE.

cali y Ni. gonorrhoeaela dianaprincipal esla girasamientrasqueen otrasespeciescomo

£ aureusy Si pneumoniaela dianaprincipaleslatopoisomerasaIV.

3.3-Estudiosmicrobiológicos

En la Tabla 1 se reflejancomparativamentelas CMI de rufloxacinay de otrasquinolonas

frentea un amplio númerode microorganismosgram-positivosy negativos,tomadasde

las citas46-48.

Los resultadosde estosestudiosin vitro demuestranque rufloxacinano esactivafrentea

patógenosnosocomiales,por lo que se debedesarrollarcomo fármacoparasuutilización

en infecionesextra-hospitalarias.Asimismo, a pesarde la actividadfrentea H. influenzae

(CMbo = 0,5 ~.tgIml),su pobreactividadfrentea S. pneurnoniae(CMLo 64 ~¡g/ml)lo

haceinadecuadaparael tratamientode las infeccionesdel tractorespiratorio.

La actividadde rufloxacinafrentea uropatógenosy a N. gonorrhoeaecomo principal

representantede enfermedadesde transmisiónsexual susceptiblesde ser tratadascon

antibióticos, aunquemenor que la actividad de las otras quinolonas, parecehacerla

adecuadaparasu investigaciónen el tratamientode las mismasteniendoen cuentalas

característicasfarmacocinéticasdel compuesto.

3.4- EstudiosdeFase1

Los estudiosde Fase1 realizadosen voluntariossanoscon dosisúnicao dosisrepetidas,

a pesar de la variabilidad inter-estudio, demuestranuna buena absorción oral de
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rufloxacina, que alcanza niveles máximos de aproximadamente4 yg/ml en sangre

alrededorde 2-4 horasdespuésde la administraciónde la dosis, con unasemividalarga

oscilandode 28-36 horas (49-51), buena distribución tisular y niveles mantenidosen

sangre.

La determinaciónde los niveles séricos en un estudio en voluntarios sanostras dosis

única, demostró un pico sérico 4 horas despuésde la administraciónoral y picos

secundarios6-12 horasdespuésde la misma, lo que sugirió la existenciade circulación

enterohepática(49). Esta circulación enterohepáticadel compuestojunto con la baja

proporción de fármaco libre en tejidos y la alta unión a proteinasséricas, seríanlos

responsablesde la largasemividademostradapor rufloxacina(50).

3.5-Ensayosclínicos

Los ensayosprevios realizadosen infeccionesurinarias se limitaron a un reducido

número de pacientesen los que seadministrarondistintas pautas(52) o se incluyeron

pacientescon cistitis no complicadajunto con pacientescon cistitis complicada(53),no

estandoestudiadala dosisúnicade rufloxacinaen patologíagenitourinariaa pesarde que

los datosfarmacológicosy microbiológicospreviosavalanestapauta.
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Objetivos

1-INTRODUCCIÓN

El propósito del programade desarrollode un antimicrobianoes obtenerinformación

microbiológica,farmacológicay farmacodinámica,in vitro, in vivo y ex vivo en la fase

preclinica, como base para la dosificación y diseño de los ensayos clínicos y,

posteriormenteenla faseciánica,obtenerinformacióncon la quepoderevaluarla eficacia

clínicay seguridaddel fármaco,estableciendolas patologíasen las que la utilización del

antimicrobianoen estudiorepresentauna ventaja respectoal estándarhabitualmente

utilizado.

Los estudiosin vitro e in vivo realizadospreviamentecon rufloxacina demuestranque

alcanzaaltos niveles en orina sin conseguirsenivelesefectivos en suero, por lo que su

desarrolloterapeáticodebecentrarseen el campode las infeccionesgenitourinarias.

2- DESARROLLODE LA OUINOLONA

El programade desarrollode rufloxacina se basa en la normativa elaboradapor la

IDSA/FDA parala evaluaciónde nuevosagentesantiinfecciosos.Los estudiosrealizados

completaránla información previa existente, investigaránla predicción de eficacia y

sentaránlasbasesfarmacobiológicasde su utilización terapéutica.

Para la realización de los ensayosclínicos se seguirálas Normasde BuenaPráctica

Clínica (normainternacionalde calidadcientíficay ética dirigida al diseño, realización,

registro y redacciónde informes de ensayosque implican la participación de sujetos

humanos),de forma que se asegurela protecciónde los derechos,la seguridadde los

pacientesy la credibilidadde los datosobtenidos.

En basea los estudiosmicrobiológicos previos, el desarrolloinicial se centraráen las

infeccionesurinariasno complicadasasí como en el tratamientode la infección uretral

producidapor N. gonorroeaey Chlamnydiacomoenfermedadesde transmisiónsexual.
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3-OBJETIVOS GENERALES

El objetivo de la tesisesdescribirel diseño y los resultadosde los estudiosrealizados

parael programade desarrollode unaquinolona-rufloxacina-en infeccionesurinariasno

complicadasy para el tratamiento de la infección gonocócicay por Chlamydia,

interrelacionandola actividadbactericidain vitro y ex vivo con la actividad determinada

in vivo, paraestudiarla predicciónde eficaciapre-ensayoy la consecuciónde la misma.

Esteobjetivo seconcretaen trespuntos:

1<. Realizarlos estudiosin vitro y los ensayosclínicos que de acuerdocon la normativa

FDA/IDSA se requierenpara la evaluación de un fármaco para el tratamiento de

infeccionesurinariasno complicadas,infeccióngonocócicay porChlamydia.

2<. Establecerla pautade dosificaciónque deberáutilizarse en los ensayosclínicos a

realizaren las distintaspatologías,en basea los resultadosin vitro y exvivo obtenidos,

3.- Evaluar la predicciónde eficaciaa partir de los datosfarmacodinámicosteoricosy

experimentalesen la respuestaterapeáticaalcanzadaen los ensayosclínicosrealizados.
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Materialy Métodos

1- Diseño y coordinación de los estudios

.

La Tabla 2 muestraun resumende los estudios, ensayosclínicos, autoresy referencias

bibliográficas que ha dado lugar el programa de desarrollo. Realizamosel diseño de los

protocolos,cuadernosde recogidade datos,monitorizaciónde los estudios,explotaciónde los

datos y la elaboración de los informes finales y publicacionesen el Departamentode

InvestigaciónClínicade SmithKlineBeechamPharmaceuticals.

El primerestudiodel programase inició en 1992 y el último ensayoclínico finalizó en enerode

1996.

2- Estudiosin vitro

2.1-Actividad in vitro de rufloxacinafrentea E. coll (54,55).

El estudiofUe diseñadoparadeterminarla actividad in vitro de rufloxacina comparadacon la

de ácido nalidíxico, ofloxacina, norfioxacina, amoxicilina, amoxicilina-clavulánico y

gentamicinafrente a 350 cepasde Eseherichiacok procedentesde orinas de pacientes

extrahospitalarioscon infección del tractourinario, recogidasentre1988 y 1992. Sedeterminó

la ConcentraciónMínima Inhibitoria (CMI) por el métodode difusión en agarMueller-Hinton

(Difco, Detroit, Mi. USA) siguiendométodosestándar(70). El inóculo empleadofue io~
ufc/ml y las concentracionesutilizadasfueron las comprendidasen el rango de 0,003 a 128

ng/ml. Se definió la CMI como la menor concentraciónde antimicrobiano que inhibía el

crecimientobacterianotras 18-24horasde incubación.
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2.2-Cinéticade muertebacterianade rufloxacina frente a E. coli (54).

Se realizaroncurvasde muertebacterianautilizandoun aisladoclínico de E. cok (CMlnjfloxacina

— 0,5 ng/ml) y las siguientesconcentracionesde rufloxacina: 0,25, 0,5, 1,25, 2,50 y 5 ~gIml.

El inóculo, obtenidopor diluciónde un cultivo de 18-24horasde incubaciónen caldoMueller-

Hinton a 370C, fue de ío~ ufc/ml. La cinéticade muerte bacterianase determinó durante7

horasa 370C en baño de agitación, realizandoserecuentosbacterianosen placascon agar

Mueller-Hintona cadahorahastacompletarel periodode 7 horas.

2.3-Efecto post-antibióticode rufloxacina frente a E. colí (54,55).

Parael estudio del efectopost-antibióticode rufloxacina, seexpusoun cultivo puro en fase

logarítmicade crecimiento,en medio Mueller-Hinton, del aisladoclínico deE. coli utilizado en

el estudiode la cinéticade muertebacteriana,con un inóculo de aproximadamente1 ~Yufc/ml,

a concentracionesde rufloxacina igualesa 0,5, 1, 2,5, 5 y 10 vecesla CMI. Despuésde una

horade exposición,el antimicrobianose eliminó pordilución 1/1000en medio Mueller-Hinton.

Se realizaroncontajesbacterianoscon un intervalo de 1 hora durante8 horas. El efecto

postantibióticosemidió como la diferenciaentrelos cultivos tratadosy controlesdel tiempo

necesarioparaquela poblaciónbacterianaseincrementaraen 1 logia despuésde la eliminación

del antimicrobiano del medio. Se consideró significativo un efecto postantibiótico > 30

minutos.

2.4- Susceptibilidadde las cepasaisladasen la orina de las pacientesincluidas en el

ensayoFaseIII en ITU (68)

La tomade muestraparacultivo se realizó siguiendola rutinahabitualen envasesestérilesa la

llegadade las pacientesa las visitas reseñadasen el punto 3.2. Las CMI de rufloxacinay

norfioxacinafrentea los uropatógenosaisladossedeterminaronmedianteseriesde diluciones

progresivas(de 0,03 a 16 j.tg/ml) enmedio sólido (Mueller-Hinton).Las cepassecongelarona
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-200C hastael día del ensayo.Este día se prepararonsubcultivos en medio líquido TSB

(Trypticase-SoyBroth, bioMérieux, France)y se incubarona 370C duranteuna noche. Los

cultivos sediluyeroncon suerofisiológico estéril hastaelNi de la escalade McFarlandy con

un replicador de Steers, se inocularon 2 jfl al medio sólido (inóculo final estimado io5
UFC/ml). Las placasse incubaronen estufaa 370C durante18-20horas. Se considerócomo

CMI aquellaconcentraciónde antimicrobianoque presentabamacroscopicamenteinhibición

del crecimientocon respectoal control.

2.5- Determinacionesmicrobiológicas del ensayo Fase III en uretritis gonocócicas:

Aislamiento e identificación de N gonorrhoeaey C. trachomatis en los exudados

uretrales. Serologíade sífilis.

La toma de las muestrasen las visitas reseñadasen el punto 3.3 se realizó siguiendola rutina

habitual por medio de torundasde Dacron (71). Tras obtenersela muestra,la siembrase

realizó en el medio de cultivo de Thayer-Martinmodificado,New York City, o Martin Lewis

(72) directamenteal lado del paciente.El medio una vezsembrado,seincubó directamenteen

estufaa 370C o se transportóen atmósferade CO
2 hastael laboratorio. En caso de no

sembrarsedirectamentela muestraseutilizó un medio de trasporteno nutritivo, como son los

mediostamponadosde Stuarty Amies; sembrándosela muestraantesde transcurridas5 horas.

El medio una vez sembradose incubó al 5% de CO2 a 37
0C en ambientehúmedo (70 %)

durante72 horas.Sólo si transcurridoesteperíodode tiempo no habíacrecido Ni gonorrhoeae

sedescartóestainfección. Otros tests que no fueranel cultivo (v.gr. Tinción de Gram o la

identificación inmunoquimica de los antígenosdel gonococo o sondasde ADN), podían

utilizarseparael diagnósticode presunción,antesde incluir al paciente,pero no como métodos

diagnósticosrequeridosporel protocoloparala inclusión del paciente.

La detecciónde Chlamydiatrachomatisen la muestrauretral, podía realizarseutilizando los

siguientesmétodosde laboratorio: inmunofluorescencia,ELISA o PCR. La serologíade sífilis

serealizó por medio de TPHA (Treponemapallidum haemagglutinationinhibition), FTAabs
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(Fluorescenttreponemalantibody absorptiontest), RPR (Rapid PlasmaReagin)y/o VDRL

(Venerealdiseaseresearchlaboratory)segúnla rutinade cadacentro.

Las cepasde N. gonorrhoeaeaisladasse congelaronen tubos de TSB + glicerol (que habían

sido almacenadosen neveraa 40C) y se mantuvieronen el congelador(a -200C duranteun

máximo de 30 días)hastala fechade su envio al Laboratoriode Referenciade Neiseriasdel

Centro Nacional de Microbiología, Virología e Inmunología Sanitarias de Majadahonda

(Instituto de SaludCarlos III) parala determinaciónde susceptibilidady serotipo.En el caso

de que las cepasseenviaransin congelarseprocedíade la siguientemanera:una vez que el

gonococohabia sido aisladoen el medio de cultivo (Thayer Martin o en cualquierade sus

modificaciones-NewYork City, Martin Lewis...-), se replicabaa placa agar chocolatey se

incubabaa 240C durante 24 horas máximo enviandosedirectamentela placa al Centro

Nacionalde Microbiologíapormensajerourgente(< 24 horas).

2.6- Determinación de susceptibilidad y serotipación de los aislamientos de N.

gonorroene en el Centro Nacional de Microbiología (69)

Los aislamientos clínicos procedentestanto de las muestraspre-tratamientocomo post-

tratamiento, en el caso de fracaso microbiológico, enviadaspor los distintos centros, se

resembraronen medio OC suplementadoy se incubaron18-24 horasa370C con 5% de CO
2.

La confirmaciónde que setratabade cepasde Ni. gonorrhoeaeserealizó medianteinoculación

en medio cystine-tryptic digest agar (CTA) con azúcares.Se determinóla producciónde j3-

lactamasautilizando bastoncillosde identificación (Oxoid, Basingstoke,UK) y la CMI de

penicilina, espectinomicina,tetraciclina, cefoxitina,cefiriaxona,ciprofloxacina,norfioxacinay

rufloxacinamedianteel método de dilución en agar (70), utilizando como cepaspatrón Ni.

gonorrhoeaede la OMS: WHO-A, WHO-B, WHO-C,WHO-D y WHO-E.

La caracterizaciónde las cepasse realizó por su auxotipo mediantecrecimientoen medios

químicamentedefinidos (73) y por su serovariedadmedianteaglutinación con un panel de
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anticuerposmonoclonalesdirigidos frente a epitoposde la proteina 1 de la membranadel

gonococo(74)

2.7- Deteccióndemutacionesen los aislamientosdeNi. gonorrhoeae(69)

Considerandoque los mecanismosde resistenciaa quinolonasmás frecuentementedescritos

sonlas mutacionesradicadasen el gengvrA (DNA girasa)(75) y las mutacioneslocalizadasen

el gen parC (TopoisomerasaIV) (76), en aquelloscasosen que se demostrarafracaso

microbiológicodel tratamientoaplicadoy un cambio de susceptibilidaddel aislado,serealizó

un estudiode los aisladosconsecutivosde cadapacienteparadeterminarsi se habíaproducido

resistenciain vivo. Para ello se realizó una amplificación mediantecebadoresespecíficos,

utilizando la técnicade PCR, de las regionesconcretasde los genesanteriormentecitadosen

las que se han descritomutacionesimplicadasen la adquisiciónde resistenciaa quinolonas.

Dichos productosde PCR fUeron recuperadosde geles de agarosa,para evitar la posible

interferencia de productos de ampliación inespecíficos, y sometidos a secuenciación

automática.Para efectuar la citada secuenciacióny a efecto de evitar la posibilidad de

artefactos,seprocedióa llevarlaa cabo enambasdirecciones.

3- Ensayosclínicos

3.1- Ensayoclínico deFase1 (56-66).

El ensayo fue diseñado cruzado, randomizadoy controlado con norfioxacina, con la

administraciónde dosisúnicasde 400 mg de rufloxacinay norfioxacinapor vía oral a doce

voluntarios sanos. Previamentea su inclusión en el ensayo los voluntarios, tras recibir

información detallada sobre los objetivos y procedimientosdel ensayo, otorgaron su

consentimientoinformado por escrito. El ensayo fue aprobadopor el Comité Etico del

HospitalUniversitarioGermansTrias i Pujol y por el Ministerio de Sanidad.
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El planexperimentalse dividió en dosperiodosde 72 horas(con extensiónhastalas 168 horas

parala recogidade muestrasde heces)quecomprendíanla tomaúnica de los dosfármacosen

estudio,separadosporun periodode lavadoentreambosde 14 días debidoa la largasemivida

de rufloxacina previamentedescrita (51), de acuerdocon la lista de randomizaciónque

establecíael orden de administración de los dos fármacospara cada uno de los doce

voluntarios. Estosingresarondurante24 horasen la Unidad de EnsayosClínicos en cadauna

de las dosfasesdel ensayo.Se realizóuna exploraciónfisica, analíticade sangre(hematimetría

y bioquímicasanguínea)y erinay un electrocardiogramaantesde la primeraadministracióny 7

díasdespuésdecadaunaparaestablecerla seguridadde los compuestos.

En cadaperiodo, seadministróel fármaco correspondientecon 150 ml de aguay se tomaron

muestrasde sangre,orina y hecespara realizar un estudio del perfil farmacocinéticoy las

determinacionesmicrobiológicasex vivo especificadasmásadelante.Las muestrasde sangrese

tomaronantesde la administración(basal)y 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 y 72 horasdespuésde ésta

las muestrasde erinaserecogieronantesde la administraciónya los intervalos:: 0-2, 2-4, 4-8,

8-12, 12-16, 16-24, 24-36, 36-48, 48-60 y 60-72horas,mientrasque las muestrasde heces

fueron recogidasantesde la administracióny 48 y 72 horasdespuésde ésta.

3.2- Ensayoclínico deFaseIII en infeccionesurinarias(67, 68).

El ensayofue diseñadorandomizado,paraleloy controladocon norfioxacinacomparandodos

regímenes:400 mg de rufloxacinaen dosisúnicaversus400 mg/12Ii de norfioxacinadurante3

días. El estudiofue aprobadopor el Comité Etico de InvestigaciónClínica de la Fundación

Puigvertde Barcelonay porel Ministerio de Sanidad.Los pacientescandidatosde inclusión en

el estudioeranmujeresde edadescomprendidasentre18 y 55 añosde edad,diagnosticadasde

cistitis no complicada:cultivo de orina con > 1 o3 ufc/ml de un uropatógeno(enterobacterias,

enterococoo Staphylococcussaprophyticus)y signoso síntomasde cistitis no complicada

(disuria y/o polaquiuriay/o nicturia y/o fiebre < 380C y/o dolor suprapúbico).Las pacientes

quepresentarantest de embarazopositivo,valoresde creatinina>2 mg/l, GOT > 35 U/l, GPT

> 55 U/l, fiebre > 37,50C,síntomasdurantemásde 5 díaso historia de 3 o másepisodiosde
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infección urinaria en los 12 últimos meses, fueron excluidas del ensayo. Antes de la

administracióndel tratamiento,se tomó una muestrade orinaparacultivo y determinaciónde

susceptibilidadin vitro de la bacteriaaislada,asícomo pararealizarunaanalíticade orinabasal,

En casode ausenciade aislamiento(con independenciade los criterios clínicosde exclusión)la

pacienteeraexcluidade la evaluaciónclínicay microbiológica.

Debido a la largasemividade rufloxacina previamentedescrita(51), y a fin de evitar que en

algún caso la presenciade niveles terapeúticosde la quinolona en la orina enmascararala

presenciade bacteriasen la misma, se realizarondos visitas de seguimientoa todas las

pacientescomo evaluacióntempranade eficaciay seguridad:unavisita 3-7 díasdespuésde la

administración de la dosis y otra 8-12 días despuésde la misma. Los resultadosde la

evaluaciónclínicatempranao a corto píazoson,por tanto, la sumade los resultadosobtenidos

en cadauna de estasdos visitas. En la visita de selección,se instruyó a las pacientesparala

recogidade unamuestrade orinade 12 horasparamediciónde nivelesantibióticosy actividad

antibacterianade la orinafrente al aislado inicial de cadapaciente,hastaobtener50 muestras

de orina de 12 horas.Con estefin, seproporcionóa cadapacienteun envasede 2 litros para

recogidaestéril de orinay una tarjeta diario donde se especificabaen cadacaso la hora de

inicio y fin de la toma de muestra.El intervalo especificadocorrespondíaen cadacaso al

intervalo 72-84horasdel inicio de la tomade medicación,esto es, se iniciaba la recogidade

muestra72 horasdespuésde la única toma de Rufloxacinay 12 horasdespuésde la última

dosisde Norfioxacina;en amboscasospor tanto, aproximadamente3 semividasdespuésde la

última dosis. La pacientedebíallevar la muestrade orina en la primeravista de seguimiento,

manteniéndolaen neverahastadichomomentoy en los períodosentrecolecciónde orína.

En aquellaspacientesque presentaroncuración microbiológicaen la evaluacióntemprana,se

realizó de acuerdocon la Normativade la FDA (II), unavisita de seguimientoa largo plazo

que se programó4-6 semanasdespuésdel inicio del tratamiento. En todas las visitas de

seguimientose realizóuna evaluaciónclínica(evaluaciónde signosy síntomas)y de seguridad

(acontecimientosadversoscomunicadospor las pacientesespontáneamenteo en la anamnesis

así comoanalíticadeorinade seguimientoa los 3-7 días)y setomó unamuestrade orinapara

cultivo. Los criteriosde evaluaciónfueronlos siguientes:
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Evaluaciónclínica: Satisfactoria(desapariciónde todos los síntomasy signosde infección),

Insatisfactoria(presenciade algunode los mismos)y Recaída(trasla desaparicióndetodos los

síntomasy signos de infección, reapariciónde los mismos en cualquierade los controles

realizadosen la fasede seguimiento)(11).

Evaluación microbiológica: Erradicación (desapariciónen los cultivos control de los

microorganismosaisladosen el cultivo pre-tratamiento),Fracaso(persistenciaen el primer

cultivo control de los microorganismosaisladosen el cultivo pre-tratamiento),Reinfección

(apariciónen los cultivos control de microorganismosdistintos de los aisladosen el cultivo

pre-tratamiento)y Recaída(reapariciónde los mismosmicroorganismosdel cultivo inicial en

un cultivo control con la negatividadde uno previo) (11).

3.3- Ensayoclínico deFaseIII en uretritis gonocócica(69)

De acuerdocon las NormasIDSA/FDA, en los ensayosclínicos para la evaluaciónde la

eficaciade un fármacoen uretritis gonocócicaen varones,en los que el fármacoen estudio

debedemostrarun porcentajede eficacia>95%, se permite la utilización de control histórico

como comparativoy sedebeincluir 150 pacientesen el estudio(20). Por tanto, esteensayofue

diseñadoconcontrol histórico (77, 78), realizándosela elecciónde los estudiosde acuerdocon

los siguientescriterios: a) ensayosrealizadosen nuestropaís, b) ensayosrealizadoscon un

fármacodel mismogrupodel que se evaluaba(quinolonas)y c) ensayosen los que se utilizaba

unadosisúnicay se obteníaun porcentajede eficacia>95%. El estudio,que debíaincluir 150

pacientes,fue aprobadopor el ComitéEtico de InvestigaciónClínicadel HospitalUniversitario

San Carlosde Madrid y por el Ministerio de Sanidad.

Los pacientesincluidos recibíanuna dosisúnicade 400 mg de rutioxacinacon un períodode

seguimientode 14 díasdebidoa la largasemividadel compuesto(51). Se realizarondosvisitas

de seguimiento,la primera a los 4-7 díasde acuerdocon la NormativaFDAIIDSA (20) y la

segunda(que se programó en este estudiodebido a las característicasfarmacocinéticasdel
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fármaco)a los 11-14 días. Los pacienteseran incluidos si presentabanevidenciaclínica de

uretritis gonocócica(periodo de incubación de 2-6 días, supuraciónamarillenta espesay

disuria) y no presentabaninfección complicada o tratamientoprevio. Previo a la toma del

fármacose tomabanmuestrasde uretraparacultivo (doshisopos:uno parala tinción de Gram

y otro paracultivo de Ni. gonorrhoeaey paradeteccióndeC trachomatis)y muestrasde anoy

faringesi la historia del pacienteindicabaexposición(20). Ademássetomabaunamuestrade

sangreparaserologíade sífilis.

La variable principal de valoración de eficacia fue la erradicaciónde N gonorrhoeaeen la

muestra uretral, siendo sólo valorados para eficacia aquellos pacientesque presentaran

aislamiento(crecimientoen cultivo de Ni. gonorrhoeae)en la muestrauretral inicial. También

se evaluaron la ausenciade evidenciade infección por Ni. gonorrhoeaeen las muestras

faríngeasy rectales(en caso de coexistir tal infección), la ausenciade evidenciade infección

por clamidia (en caso de coexistir), y la posibilidad de que existiera una uretritis

postgonocócicaen la terceravisita,

4- Estudios ex vivo

4.1- Determinación de nivelesde antimicrobiano

4.1.1.-Nivelesséricos(Ensayo clínico Fase1) (56, 57, 61)

Los nivelesde rufloxacinay norfioxacinasedeterminaronporbioensayoutilizando comocepa

patrónE. cok 1SF 432 pararufloxacina (CMI = 0,5 ng/ml) y E. cok ATCC 25922 (CMI

0,125 hg/ml) paranorfioxacina.Se utilizaron placascon Agar Antibiotico N0 1 (Difco) que se

inocularoncon las cepas,siendoel inóculo final de 5 x106 ufc/ml. En cadaplacasepracticaron

pocillos de 10 mm de diámetroen los que se depositó60 gí de cadamuestrao de cadauna de

las concentracionesde la curvapatrón (estándar)segúnel caso,incubándoseposteriormente

las placasa 370C durante18 horas.La curvapatrónserealizó en una mezclade suerolibre de

antibiótico de los propios voluntarios antes de la administración del fármaco, con
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concentracionesantibióticasfinalesde 0,25 jig/ml a 10 ~1g/ml.El estudiode las muestrasy de!

estándarserealizópor duplicado.

Seutilizó el programaMicrostat (Ecosoft,Inc., Indianapolis,md.) paradeterminarla línea de

regresión(curvapatrón) y extrapolarlas concentracionesantibioticasséricasa partir de los

halos de inhibición obtenidos.La reproductibilidadentre días fue del 3, 6 y 6% para las

concentracionesde 0,62, 2,5 y 5 ng/ml respectivamentepararufloxacinay 2, 4, y 8% paralas

concentracionesde 0,5, 1,7 y 2,3 .tg/ml respectivamentepara norfioxacina. Los límites de

detecciónfueron0,5 gg/ml pararufloxacinay 0,12 i.tg/ml paranorfioxacina.

4.1.2.-Nivelesen orina

4.1.2.1-Ensayoclínico Fase1(56,61, 63)

La determinaciónde nivelesen orina serealizó segúnlo descritoen la determinaciónséricade

niveles, utilizando las siguientes concentraciones:400, 200, 100, 50 y 25 [tg/ml para

norfioxacinay 100, 50, 25, 10 y 5 ng/ml pararufloxacinacomo curvapatrónenunamezclade

orinade los propiosvoluntariosantesde recibir el tratamiento.La reproductibilidadentredías

fue del 4, 5 y 10% paralas concentracionesde 1,5, 6,25 y 50 ~g/ml respectivamentepara

rufloxacinay 8, 8, y 12% paralas concentracionesde 25, 100 y 400 ng/ml respectivamente

para norfioxacina.Los limites de detecciónfueron 1,25 gg/ml para rufloxacinay 0,5 ~.ig/ml

paranorfioxacina.

4.1.2.2-Ensayoclínico FaseIII en ITU (67,68)

En la primeravisita de seguimiento,serecogieronlos envasesde aquellaspacientesquetraían

la muestrade orina de 12 horasrecogidaen el intervalo 72-84 horas, que correspondíaal

intervalo iniciado 72 horasdespuésde la dosisúnicade rufloxacinao 12 horasdespuésde la

última tomade norfioxacina.Semidió el volumende orinay unaalicuota de 5 ml de la misma
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seguardó a -200C hastael día de la determinación.Los niveles respectivosde rufloxacinay

norfioxacinase determinaronporbioensayo.Se usó como cepapatrónE. coli ATCC 25922

(CMIR~= 0,25 ng/ml; CMINOR < 0,06 hg/ml). Los testsse realizaronpor duplicadoen día

diferentey se sembróen masaen medio sólido (Agar Antibiotico N0 3, Difco) usandocomo

escalade referenciaunaseriede 0,25 a 16 ~g/ml de rufloxacinao norfioxacinasegúnel caso,

Seutilizaron placascon basede cristal y marcometálico (14 x 25 cms), pocillos de 8 mm de

diámetro y 100 yJ de muestra.Los halos de inhibición se midieron con un calibrador de

precisióndigital (±0,01mm) y setrasladarona un papelsemilogarítmicoparasu extrapolación

respectoa los patrones.Sólo se admitieroncomovalidasrectasde regresióncon un coeficiente

de correlación> 0,9. Las muestrasque mostrarondiámetrospor encimadel patrónmáximo

fueron diluidas adecuadamente.Los límites de detecciónfueron 2,5 ng/ml pararufloxacina,y

0,6 ~ig/mlparanorfioxacina.

4.1.3.-Nivelesen heces (Ensayoclínico Fase1) (65,66)

La toma de muestrade las hecesserealizó medianteevacuaciónespontáneasobreuna talla

desechableesteril, Los envasesestérilesvacíos donde se debía posteriormenterecoger la

muestrase pesaronpreviamenteanotandosesu pesoindividual. Inmediatamentedespuésde la

emisión de las heces,se ubicaron en el interior de dos recipientesuna porción de éstas,

procurandoseleccionaraquellaspartesque no hubieranestadoen contactocon la talla. Una

vezen los envases,sepesaronparaconocersu pesoexactoy se enviaronal laboratorioparasu

análisis.

La determinaciónde los nivelesde rufloxacinay norfioxacinaen las hecesde los voluntariosse

realizó mediantetécnicasdescritaspreviamente(79) utilizando los sobrenadantesobtenidos.

Para ello se utilizaron placasPetri que contenían22 ml de agar TSB y 0,5 ml de una

suspensiónde KlebsiellapneumoniaeATCC 10031 (CMINOR= 0,03 sg/ml, CMIRUF= 0,12

ng/ml) incubadaen 10 ml de caldo de trypticase-sojadurante18 horas.Seutilizó un estándar

de rufloxacinay norfioxacinacon las siguientesconcentraciones:0, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y

128 ~ig/ml.En cadaplaca se practicarondiversospocillos de 4 mm de diámetroen los que se
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depositó0,02 ml de la muestrao del estándar.Los sobrenadantesse ensayarondirectamenteo

diluidos 1/2, 1/4 y 1/8. Tanto el estudio de la muestracomo del estándarse realizó por

triplicado.Despuésde la incubacióna370C semidieron los halosde inhibición alrededorde los

pocillos y se realizaronlos cálculos necesariospara determinarla concentraciónde ambos

antibióticos en las heces.Los límites de detecciónfueron 0,5 i.tg/ml para norfioxacinay 1

ng/ml pararufloxacina,La reproductibilidadfue 2,9%,6,5% y 4% pararufloxacinay 2,2%,

7,1%y 4,7%paranorfioxacinacon concentracionesde 1, 16 y 128 ~.tg/ml.

4.2.-Actividadbactericidaséricay en orina

4.2.1.-Actividadbactericidasérica(Ensayoclínico Fase1) (57,61)

La determinacióndel Título BactericidaSérico serealizó frente aE. colí ATCC 25922 y S.

aureusATCC 29213 utilizando la técnicade microdilución. Las muestrasde suerode cada

voluntario se diluyeron en suero no inactivado obtenido de cada voluntario antes de la

administracióndel fármaco y conteniendoun 20% de caldo Isosensitest(Oxoid). El volumen

final en cada pocillo fue de 100 gí y el inóculo final de íO~ ufc/ml. Las placasuna vez

inoculadasseincubarona 370C durante18 horas, realizándosesubeultivosen agarMueller-

Hinton libre de antibiótico (Difco) que seincubarona 370C durante18 h. Se definió Titulo

Bactericidacomo la mayor dilución del sueroque producíauna reduccióndel 99,9% del

inóculo inicial.

4.2.2.-Actividad antibacteriana en arma

4.2.2.1-Ensayoclínico Fase1<59, 61-63)

La determinacióndel Titulo Bactericidaen orina se realizó segúnel métododescritoparala

actividadbactericidasérica,frentea las mismascepas,utilizando la orina de cadavoluntario

recogidaantesde la administracióndel fármacoy con un 20%de caldo Isosensitestparadiluir
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la muestra.Se definió Título Bactericidacomo la mayor dilución de la orina que producíauna

reduccióndel 99,9%del inóculo inicial.

4.2.2.2-Ensayo clínica FaseIII en ITU

En la primeravisita de seguimiento,se recogieronlos envasesde aquellaspacientesquetraían

la muestrade orina de 12 horasrecogidaen el intervalo 72-84 horas, que correspondíaal

intervalo iniciado 72 horasdespuésde la dosisúnicade rufloxacína o 12 horasdespuésde la

última tomade norfioxacina..Se midió el volumende orinay una alicuotade SmI de la misma

se guardóa -200C hastael día del ensayo.Se determinóel poderbacteriostáticoy bactericida

de la orinasegúnla técnicade microdilucióndescritapor Zeiler et al. (80) utilizando un medio

compuestopor20% de caldoIsosensitesty 80%deorinapre-tratamientode la propiapaciente

en cadacaso,con un inóculo final de io~ ufc/ml de la cepaoriginal de la propia paciente.Las

placasde microdilución inoculadasse incubarona 370C durante20 horas con subcultivos

posterioresen agar chocolatelibre de antibiotico a 370C durante20 horas. Se definió como

PoderBacteriostáticola dilución máxima que a las 20 horas de su inoculación presentaba

macroscopicamenteinhibición del crecimientorespectoal control. Sedefinió PoderBactericida

como la dilución máximaque en un paseposterioren agar-chocolatemostraraa las 20 horas

ausenciade crecimientoo 99,9%de disminuciónrespectoal control.

4.3.-Curvasde letalidaden orina(Ensayoclínico Fase1) (61,64)

Se realizaroncurvas de muerte bacterianafrente a E cok ATCC 25922 con la orina de 6

voluntarios seleccionadosal azar,escogiendoselas muestrasde orinarecogidasa los tiempos

0-2, 8-12 y 60-72horastrasla administraciónde cadauno de los dosfármacosdel estudio.Se

utilizó una modificacióndel método empleadopor Krogstadet al. (81) con un volumen de

muestrade 2 ml al que se le añadióun mismo volumen de caldo Isosensitest.Las mezclasse

homogeneizaronen tubos estérilesde poliestirenode 25 mí, a los que se añadieron400 kLl de

un cultivo de E. cok en fase logarítmicade crecimiento,resultandoun inóculo final de 1 o7
ufc/ml. Todoslos tubos se incubarona 370C enbañocon agitaciónduranteel tiempo queduró
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el ensayo.Setomaronalícuotaspararealizarcontajesbacterianosa los tiempos0, 1, 2, 3 y 4 h.

del inicio de la incubación,realizándoselas diluciones decimalesadecuadasen soluciónsalina

estéril para el cómputo de bacteriasviables. Se añadieronlas alícuotasde 20 il de cada

dilución a placasconteniendoagarIsosensitest,que seincubarona 370C durante18-24 horas.

Se realizó el recuentode unidadesformadorasde coloniaspor placa como medida de las

bacteriasviablespor mililitro a cadatiempo. Para determinarel porcentajede reduccióndel

inóculo inicial, seutilizó la expresión:[100- (100inoculo~t/inóculooh)].

4.4.-Efectosobrela flora fecal (Ensayoclínico Fase1) (65, 66)

Esteestudiose realizó en las muestrasde hecesobtenidassegúnse describeen el punto 4.1.3.

Pararealizarel estudiocuantitativode la flora fecal de cadavoluntario, sehomogeneizólg de

hecescon 9 ml de extractode levaduraal 0,05% y se efectuarondiluciones sucesivasen el

mismo mediohastala dilución 1010. De cada dilución se sembró0,1 ml en diferentesmediosde

cultivo para aislar las bacterias aerobias, anaerobiasfacultativas, anaerobiasestrictas y

levadurasmásfrecuentesen las heces.Los medios de cultivo fueron: Agar MacConkey,agar

sangremásácidonalidixico, medio de Chapman-manitol,medio Sabouraudmáscloranfenicol,

medio de Rogosa,agar sangreanaerobioCDC y agarSehaedíerK-V con 5% de sangrede

carnero. Para la detecciónde bacteriasesporuladas(Clostridium spp.) se retiró antes de

efectuarla siembra,una alícuotade 1 mí, semezcló con la misma cantidadde etanolal 95%y

se mantuvodurante60 minutosa temperaturaambiente.Despuésde su inoculación,las placas

se incubarona 3 5-37 0C en atmósferaaerobiay anaerobiaentre 1 y 7 días en funciónde los

organismosbuscados.Una vez efectuadoel recuentode colonias, la identificación de los

microorganismosaislados se realizó segúnmétodosconvencionales.El límite inferior de

deteccióndel método fUe de 102 ufc/g de heces.Se calculó la reducción de los recuentos

bacterianoscon respectoa basal (muestrapre-tratamiento)mediantela expresión:100- (100

UFCI/IJFCb), dondeUFC
1 es el recuentode coloniasa un tiempo determinadoy UFCb esel

recuentode colonias basal. Se establecióun punto de corte para evaluar y compararla

reducciónobtenidaen cadagrupo,eligiendoseuna reducción>70% del inóculo inicial por ser

la menorreducciónde E. cok en los sujetosque presentabanmayorescontajesen la muestra
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basal, lo que ocurrió en el sujeto n0 1 con rufloxacina (> 10~ ufc/g en la muestrabasal y

71,11%reduccióna las 168 h).

5- Predicciónde eficacia(59,60, 62)

Con los parámetrosfarmacocinéticosy microbiológicos obtenidosen el estudio Fase1 se

realizó una predicción de la actividad antibacteriana de la orina, para comprobar

posteriormentesi ésta se correlacionabacon la obtenida experimentalmenteen el mismo

ensayo y, de esta forma, poder sentar las basesde la dosificación (dosis, intervalo de

dosificacióny duracióndeltratamiento)del ensayoposterioren ITU no complicada.

Los títulos bactericidasteóricosen orinasecalcularonenbasea la expresión1/2” donden esel

número de diluciones que el nivel de antimicrobianoestápor encima de la CMB (31). Se

calculó el área bajo la curva de títulos bactericidasversus tiempo (AUBC) con los datos

determinados experimentalmentey con aquellos obtenidos tras aplicar la expresión

anteriormentemencionada(teóricos). Al considerarlos títulos bactericidasexperimentalesy

teóricosobtenidos,y debidoa que la orina correspondesiemprea un intervalode tiempo (en

estecasolos intervalosde tiempo indicadosen el punto 3.1)y no a un punto como en el caso

del suero, secalculó el AUBC considerandocomo puntos en el eje de abcisas(tiempo) los

valoresde los tiemposmediosde cadaintervalo de recogidade orina (59, 62).

6-Análisis farmacocinético

Las concentracionesplasmáticasde rufloxacinay norfioxacinadeterminadasen el estudiode

Fase1 seajustarona un modelo cinéticoabiertomonocompartimentalutilizando el programa

MK model (82).El análisisfarmacocinéticode los resultadosdel estudiose realizómedianteel

programaPKCALC (83), y se realizó asumiendouna completabiodisponibilidad de ambos

fármacos,ya que no existen datos sobre su administraciónparenteralal tratarsede dos

quinolonasparaadministraciónexclusivavía oral.
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Parala determinaciónde las AUBCs se utilizó la reglatrapezoidaly el programaPKCALC

(83).

7- Análisis estadístico

7.1-Estudiode Fase 1

La comparaciónde los títulos bactericidasde rufloxacinaversusnorfioxacinaen sueroy orina

serealizó poranálisisde la varianzade doblevía (tratamientoy fasedel ensayo)paramedidas

repetidas.Paradeterminaren las curvas de muerte bacterianacon la orina el porcentajede

reducción del inóculo inicial, se utilizó la expresión: [100 - (100 inoculo~J,/inóculooh)]. La

comparaciónde porcentajesde reducciónserealizó por análisisde la varianzade doble vía

paraseriesrepetidasy porel test de la t de Student.

La reducciónde ufc/g de hecesen lasmuestrastomadaspost-tratamientorespectoa la muestra

basalse calculómediantela expresión:100 - (100 UFCI/UFCh) dondeUFC~ ufc/g de hecesa

los distintostiempospost-tratamientoy UiFC~ = ufc/gde hecesde la muestrabasal.

Las comparacionesintergrupode nivelesde antimicrobianoen las muestrasde hecesy de las

reduccionesmediasde los recuentosbacterianosa los distintostiempos, se realizó por análisis

de la varíanza de doble vía para series repetidasy por el test de la 1 de Student. Las

comparacionesintragrupodel númerode sujetosque presentabanuna reducciónde contajes

bacterianos>70% a cadatiemporespectoa los valoresbasales,serealizaronpor el test exacto

de Fisher.
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7.2- Estudio de FaseIII en ITU

Tamañode la muestra: Se calculó en base al porcentajede exito (96%) obtenido con el

fármaco control en un estudioprevio (84), y un valor delta del 10% para demostrarque no

existíandiferenciasentrelos tratamientos(hipótesisnula). El valor de los errorestipo 1 y II fue

0,05 y 0,2 respectivamente.El númerototal de pacientesa incluir resultó 122 (ólpacientespor

tratamiento). El tamaño muestral se incrementóa 150 pacientesevaluablessiguiendo la

NormativaIDSA/FDA parala evaluaciónclínicade antimicrobianos(11).

Análisisestadístico:Las comparacionesentregruposse realizaroncon el test de chi cuadrado

y el test exacto de Fisher para parámetroscualitativos, y el test de Mann-Whitney y la

correlación de Spearmanpara parámetroscuantitativos. Se consideró estadisticamente

significativo valoresde P< 0,05 con doscolas,

7.3-Prediccióndeeficacia(Títulos en orina experimentalesversustítulos teóricos)

El análisisestadísticose realizó con el test de Wilcoxon para comparardatospareados.Se

consideró un nivel de significación de 0,001 para comparacionesmúltiples aplicando la

correcciónde Bonferronia fin de asegurarun nivel de significaciónglobal de P<0,05.
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1- Resultadosmicrobiolóuicos

1.1- Actividad in vitro de rufloxacina frente a E. cotí (54,55).

La tabla3 muestralos valoresde CMI,0 y CMLo de los antimicrobianosensayadosfrente

a los 350 aisladosde E. coli. Las fluoroquinolonasy gentamicinademostraronser los

compuestosmásactivos.La actividadantibacterianade rufloxacinafue inferior a la de

norfioxacina,ofloxacinay gentamicinapero superiora la de ac. nalidixico y penicilinas,

siendoE. cok inhibido en el 90%de los casoscon una concentraciónde rufloxacinade

4 j.tg/ml.

1.2- Cinéticade muertebacterianade rufloxacinafrenteaE.coli (54).

La Figura 1 muestra la curva de letalidad bacteriana obtenida con las distintas

concentracionesde rufloxacina. A concentraciones suprainhibitorias, rufloxacina

demostróser rápidamentebactericidafrente a E. cok. Tras 2h de exposicióna una

concentración10 vecesla CMI, se produjo una reduccióndel 99,9% en términos de

unidadesformadorasde colonias(ufc), mientrasque estamismareducciónse obtuvotras

3h cuandola concentraciónde rufloxacinafue igual a la CMI.

1.3-Efectopost-antibioticode rufloxacinafrentea E. colí (54, 55)

La Figura 2 muestrael efectopost-antibioticode rufloxacinafrentea E. cok, oscilando

éste entre 2 y 3 horas con las concentracionesde 1 a 10 veces la CMI y siendo

dependientede la concentraciónde rufloxacinaensayada.
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1.4-Susceptibilidad de las cepasaisladasen la orina de las pacientesincluidas en el

ensayoFaseIII en ITU <68).

La tabla4 muestralos microorganismosaisladosy la CMb0 y CMLo de rufloxacinay

norfioxacinafrente a ellos. Como se ha descritoen la introducciónpara las cistitis no

complicadas,E.cok fue el microorganismomásfrecuentementeaislado, representando

un 80% del total de aislados.Comparandola susceptibilidadin vitro de los aislados,

norfioxacinademostróseraproximadamente8 vecesmásactivaquerufloxacina.

1.5- Susceptibilidad de los aislamientos de 1V gonorrhoeaey serotipacién de los

mismos(69).

El Laboratorio de Referenciade Neisseriasdel Centro Nacional de Microbiología de

Majadahondarecibió 8 cepasde Ni. gonorrhoeaeprocedentesde dos de los centros

participantesy aisladasen un total de seispacientes.Las cepasfUeron caracterizadasy su

susceptibilidad antimicrobiana determinada, siendo los resultados obtenidos los

expresadosen la Tabla5.

Como sepuedeobservar,seis aisladoscorrespondíana lamuestrainicial pre-tratamiento

y dosa la muestrade seguimiento,habiendosedemostradoen estosdosúltimos casosel

fracaso microbiológico del tratamiento.Además, como demostróla determinaciónde

susceptibilidadde los aislados,seprodujo un desarrollode resistenciain vitro puestoque

los aisladosinicialesy finalespresentaronCMIs igualesparapenicilina, espectinomicina,

cefoxitinay cefiriaxona(0,5, 8, 2 y 0,001 jtg!ml respectivamente)pero sin embargolas

CMIs de tetraciclina y de las fluoroquinolonasensayadasaumentaronen la misma

proporción,en los doscasos,en los aisladosde las muestrasde seguimiento,pasandode

1 a 4 ytg/ml paratetraciclina, de 0,003 a > 0,12 ~g/mlparaciprofloxacina,de 0,03 a 2

¡g/ml paranorfioxacinay de 0,25 a 8 ~IgImlpararufloxacina.
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1.6- Mutaciones en los aislamientosdeN gonorrhoeae<69)

Los mecanismosmolecularesde resistenciaa quinolonasse estudiaronen dos pacientes

(pacientesn” 1 y 5 de la Tabla 5> que presentaronfracaso clínico y microbiológico,

estudiando2 aislamientossucesivosde estos dos pacientes.El resultado del estudio

realizadofue que ninguno de los cuatroaisladospresentabamutaciónalgunaen el gen

parC. Tampoco se observómutacionesen el gen gyrA de los dos aisladosen las

muestraspre-tratamiento;sin embargo, los aisladosde las muestrasde seguimiento

presentabanuna mutaciónen estegen: en un pacienteel Asp9S del gengyrA mutabaa

Asn, mientrasqueen el otro paciente,la Ser9l mutabaaPhe.

2- Resultadosfarmacoló2icos

2.1- Nivelesséricos(Ensayoclínico Fase1) <56, 57, 61)

La Tabla 6 muestralos niveles de rufloxacinay norfioxacinaen suero.Los niveles de

ambasquinolonasestabanpor debajodel limite de detecciónen las muestrasde suero

obtenidasantesde la administraciónde la dosis.Los nivelesséricosde rufloxacinafueron

significativamente(P<0,001)mayoresque los de norfioxacinaen todos los tiempos de

determinación, siendo ademásdetectablesen el 83% de los voluntarios hasta 72h

despuésde la administración de la dosis, contrariamentea lo que ocurrió con

norfioxacinacuyosnivelessólo frieron detectablesen el 30%de los voluntariosa las 12h

de la administraciónde la dosis.
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2.2- Niveles en orina

2.2.1-Ensayoclínico Fase1 (56, 61, 63)

La Tabla 7 muestralos nivelesde rufloxacinay norfioxacinaen orina. Los niveles de

ambasquinolonasestabanpor debajodel límite de detecciónen las muestrasde orína

obtenidasantes de la administraciónde la dosis. Los niveles de norfioxacinafueron

mayores en las primeras muestras post-dosis, siendo la diferencia entre niveles

estadísticamentesignificativa (P<0,05)en los intervalos0-2, 2-4 y 4-8 h. En el intervalo

8-12 h los nivelesmantenidosde rufloxacina son ya superioresa los de norfioxacina,

siendo estadiferenciaestadísticamentesignificativa (P<0,05) desdelas 12 h hastalas

72h.

2.2.2-Ensayoclínico FaseIII en ITU (67,68)

Treinta y cinco pacientesque presentaroncultivo positivo en la muestrade orina pre-

tratamientoaportaronla orina recogida en el intervalo 72-84h, lo que representaun

22,4% del total de pacientesincluidas, correspondiendo16 pacientesal grupo tratado

con rufloxacinay 19 al tratado con norfioxacina. Los niveles urinarios determinados

fueron (mediana):26,5 hg/ml (rango 0,3-160)paranorfioxacinay 24,75 ug/ml (rango

12,5-52)pararufloxacina.

De las 35 pacientes,26 pacientespresentaronE. cokcomo microorganismoresponsable

de la infección. Considerandosólo este subgrupode muestras,los niveles urinarios

frieron (mediana):24,75 gg/ml paralasdosquinolonas,con un rangode 12,5 a 52 ig/mi

pararufloxacinay de 3,15 a 160 íg/ml paranorfioxacina.
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2.3-Niveles en heces(Ensayoclínico Fase1) (65,66)

La Tabla8 muestralos nivelesde norfioxacinay rufloxacinadeterminadosen heces,En

dosvoluntarios incluidos en el grupo de norfioxacinano se pudo obteneruna muestra

basal de heces,por que se excluyeronparael análisis de estamuestra,quedandolos

resultadosen el grupode norfioxacinareducidosa los datosobtenidosen 10 voluntarios

de los 12 incluidos. La concentraciónde norfioxacinaen la muestrastomadasa las 48 h

fue superior a la de rufloxacina, siendo la diferencia estadisticamentesignificativa

(P<0,01). En las muestrastomadasa las 72h, ambos antimicrobianospresentaron

concentracionessimilares;sin embargo,1 68h despuésde la administraciónde la dosis, 9

voluntarios presentaronniveles de rufloxacina, mientras que en sólo 1 voluntario se

detectaronnivelesde norfioxacina,siendo estadiferenciaestadísticamentesignificativa

(P<0,05).

2.4 Análisis farmacocinéticode los datos obtenidos en el ensayoejínico Fase1. (56-

62)

La Tabla 9 muestralos parámetrosfarmacocinéticosde rufloxacinay norfioxacinaen

sueroy orina. La absorciónde norfioxacinafue más rápida de la de rufloxacina, con

Tmax (tiempo que setardaen alcanzarla concentraciónmáxima en suero) de 2h vs.

3,5h. Rufloxacinamostróuna Cmax (concentraciónmáximadel fármaco en suero)más

de 4 vecessuperior a la de norfioxacinay un AUC (áreabajo la curva concentración

plasmática-tiempo)aproximadamente40 vecessuperioral de estaúltima. Asimismo los

resultadosobtenidosconfirman los datos previamentedisponiblesque describíanuna

largasemividade rufloxacina,quedandodeterminadaen esteestudioen 28h.
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3- Resultadosfarmacodinámicos

3.1- Curvas de letalidad en orina (Ensayo clínico Fase1) (61, 64).

La tasa de muerte bacterianaobtenidacon la orina de 6 voluntarios incluidos en el

ensayofrentea E. cok ATCC 25922 semuestraen la Tabla 10. Se obtuvo una tasade

muerte superior al 87% con la orina recogida en los intervalos 0-2 y 8-12 h para

norfloxacina y rutioxacina a los distintos tiempos de incubación(1 a 4h>, siendo la

reduccióndel inóculo inicial del 99,9%aproximadamentetras4 h de incubaciónen todos

los grupos.En el grupo de norfioxacinaseobservaque la reduccióndel inóculo inicial

obtenidacon las muestrasdel intervalo8-12hes estadísticamente(P<0,05)superiora la

obtenida con las muestrasdel intervalo 0-2h que presentabaniveles más altos de la

quinolona. La reducciónde aproximadamenteel 99,9%se mantuvocon rufloxacinaen la

orina recogidaen el intervalo 60-72h,pero no con norfioxacina,ya que los nivelesde

éstaestabanpordebajodel límite de detecciónen la orinade los 6 voluntarios.

3.2-Actividad bactericida sérica (Ensayo clínico Fase1) (57,61)

La CMI y CMB modal frentea E. cali ATCC 25922 fue 1 y 2 ng/ml pararufloxacinay

0,125 y 0,25 ~.tg/mlparanorfioxacinamientras que paraS. aureusATCC 29213, los

valores fueron 4 y 4 ¡ig/ml respectivamentepara rufloxacina y 0,5 y 1 ng/ml

respectivamenteparanorfioxacina.La Tabla 11 muestralos títulos bactericidasséricos

de rufloxacinay norfioxacinaa los distintostiemposfrente a estasdos cepasy las áreas

bajo curva de actividadbactericidasérica(AUBC). En las muestrastomadasantesde la

administracióndel antimicrobiano,los títulosbactericidaseraninferioresa 2. Rufloxacina

presentóunostítulos bactericidassuperioresa norfioxacinaa lo largode todo el tiempo

de medición, siendo las diferenciasestadísticamentesignificativas(P<0,01) frentea E.

cok a las 8,12, 24 y 48h, y frentea S. aureusa las 4, 6, 8, 12 y 24h (P<0,05).El AUBC

frentea E. cok fue 5,8 vecessuperiorpararufloxacinay 5,6 vecessuperiorfrentea S.

aureusparaestamismaquinolona.
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3.3- Actividad bactericida en orina

3.3.1- Ensayoclínico Fase 1 (59,61-63)

La Tabla 12 muestralos títulos bactericidasen orina de rufloxacinay norfioxacinaa los

distintos tiempos frente a E. coli ATCC 25922 y 5’. aureus ATCC 29213. En las

muestrastomadasantesde la administracióndel antimicrobiano,los títulos bactericidas

eraninferioresa 2. Análogamentea lo descritocon los niveles,los títulos bactericidasde

norfioxacina son superiores en los intervalos tempranos, siendo la diferencia

estadísticamentesignificativa,paraluegoir progresivamentedecayendo,invirtiendoselos

resultadosy mostrandorufloxacina títulos bactericidassignificativamentesuperioresen

las muestrastomadasa partir de aproximadamentelas 12h. Concretamentefrentea E.

cok las diferenciassignificativasparanorfioxacinase encuentranen los intervalos0-2, 2-

4, y 4-Sh (P<0,05), mientras que son significativamentesuperioreslos títulos de

rufloxacinaa partir de las 16 horas.Frentea Si aureus, no se encuentrandiferencias

significativasa tiemposcortos, siéndolo(P<0,05)a partir de las 16 horaspor mantener

rufloxacinalos títulos bactericidasiniciales e ir disminuyendolos títulos de norfioxacina.

3.3.2-Ensayoclínico FaseIII en ITU

Los resultadosobtenidosse hananalizado(análogamentea lo realizadocon los niveles)

en el grupode 35 pacientes(19 con norfioxacinay 16 con rufloxacina)queaportaronla

orinade 12h paraanálisisy en el subgmpode las 26 pacientes(12 con norfioxacinay 14

con rufloxacina) que presentaroncomo microorganismoinfectanteE. cok. La Tabla 13

muestralos títulos bactericidasde ambostratamientos,los títulos bacteriostáticosy los

cocientesinhibitorios determinadosen el subgrupode 26 pacientes.No se encontró

diferencias significativas entre los resultadosdeterminadosconsiderandoun grupo y

otro. Comparandoel grupo de norfioxacinacon el de rufloxacina, norfioxacinamostró
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unostítulos aproximadamenteuna dilución superior a los de rufloxacina, sin embargo,

los cocientesinhibitorios de norfoxacinafueron aproximadamente8 vecessuperioresa

los de rufloxacina, demostrandoseuna correlación estadísticamentesignificativa

(P<0,05) entre los cocientesinhibitorios y los títulos bacteriostáticosdeterminados.

Teniendoen cuentalos valores de niveles determinadosen orina, se deduceque las

diferenciasen cocientesinhibitorios sedebea las diferenciasde CMI frentea los aislados

iniciales.

3.4- Estudio del efectosobrela flora fecal

Comoya semencionóen el punto referentea los nivelesde antimicrobianodeterminados

en heces, dos voluntarios del grupo de norfioxacina fueron excluidos por falta de

muestrainicial, por lo que los resultadosde estegrupoestántomadosde 10 voluntarios

en vez de 12. Las Tablas 14 y 15 muestranlas unidadesformadorasde coloniaspor

gramo de heces(ufc/g) de E. coli y B. fragiks, respectivamente,determinadasen cada

voluntario antes de la toma del antimicrobiano (muestrabasal) y el porcentajede

descensoa los distintos tiempos respectoa la muestrabasal. La Tabla 16 muestrael

porcentajede voluntarios que presentarondescensobacteriano> 70% y el descenso

medio obtenidoen dichossujetosa los distintostiempos.

Con respectoa E. cotí, todos los voluntarios tras tomar norfioxacina presentaron

descensode ufc/g 48h despuésde la administraciónde la dosis, siendo el descenso>

70% en todos los casos,mientrasque seprodujo descensoen 11 de los 12 voluntarios

tras tomar rufloxacina, siendo el descenso> 70% en 10 de ellos. Sin embargo 168h

despuésde la administración, el porcentajede descenso> 70% con rufloxacina se

mantuvoen 10 voluntarios,mientrasque sólo 4 voluntariospresentarondescenso> 70%

a estetiempo despuésde la tomade norfioxacina,hallandosecon estaúltima quinolona

un diferenciasignificativa(P<0,05)entreel porcentajede sujetoscon descensoa las 48 h

y 72 h respectoal porcentajede sujetoscon descensoa las 168h.
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Con respectoa Bftagilis, 9 de 10 voluntarios(90%) mostrarona las 48h una reducción

despuésde la administraciónde norfioxacina, aunque en sólo dos casos (20%), la

reducción fUe >70%. Tras la administraciónde rufloxacina, 10 voluntarios (83,3%)

mostraronreducciónde ufc/g, quefue >70% en 6 casos(50%). A las 168h, se produjo

una reducción>70% en dos voluntarios con rufloxacinay en uno con norfioxacina. En

ningún caso las diferenciasde porcentajesde descensodeterminadosa los distintos

tiemposde tomade muestrafueronsignificativas.

Durante todo el periodo estudiado, el recuento de anaerobios(Bacteroides spp,

Clostridium spp,Lactobacillusspp),estreptococosy enterococosse mantuvodentrode

los valoresde normalidad,sin variacionessignificativasen ambosgrupos.Por otraparte,

tampocoseobjetivó sobrecrecimientovalorablede levadurasni otrosmicroorganismos.

4- Resultadosde la predicción de eficacia <títulos bactericidasteóricos versus

experimentales)(59, 60, 62)

La Tablas17 y 18 muestranlos títulos bactericidasteóricosy experimentalesen orinade

rufloxacina y norfioxacina a los distintos tiempos frente a E. cok y 5’. aureus

respectivamentey las respectivasáreasbajo la curvade títulos bactericidas(ATJBC). Los

titulos bactericidasexperimentalessonaquellosquese expresaronen la Tabla 12 cuando

se describióla actividadbactericidaen orina determinadaen el ensayoclínico Fase1,

pero se hanincluido tambiénen las Tablas17 y 18 parafacilitar la comparacióncon los

títulos teóricosdeterminados.En lasTablas17 y 18 seha incluido tambiénla razóntítulo

experimental/teóricoa los distintostiemposasícomola mismarazónparalas AUBCs.

Los títulos experimentalesde rufloxacinafueron significativamente(P<0,001)másaltos

quelos teóricosdeterminadosdesdelas 2h hastalas 48h frenteaE. cok. Sin embargono

lo fueron con norfioxacina a ningún tiempo ni frente a ninguna de las dos cepas

ensayadas,ni con rufloxacina frentea 5’. aureus(exceptoen el intervalo2-4h donde sí

hubo diferenciassignificativaspor sermayoreslos títulos experimentales).Las AUBCs
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experimentalesfrentea las dos cepasfueron significativamentesuperioresa las teóricas

con rufloxacina pero no con norfioxacina. Considerando la razón título

experimental/teórico,la actividadex vivo experimentalde rufloxacinasiempresuperóa

la teóricafrentea las doscepasensayadas,mientrasquecon nortioxacina,la razónfue <

1, lo que indica que la actividad experimentalnunca fue superior a la teoricamente

determinada.Este aumento de la actividad experimental frente a la teórica con

rufloxacinafue estadísticamente(P<0,001) mayor que el determinadocon norfioxacina

frentea E. cali perono frentea 5’. aureus.

5- Resultadosclínicos

5.1-EnsayoclínicoFase1(56-62)

Se incluyeron12 varonessanoscon las siguientescaracterísticasantropométricasmedias

(media+ desviaciónestándar):edad24,1 + 2 7 años,peso70 9 + 7 4 kg .y talla 174 9 +

6,7 cm. Rufloxacinay norfioxacinafueronbien toleradospor los voluntariossin que se

produjerancambiossignificativosen los parámetrosclínicosy analíticosestudiados,Tres

voluntariospresentaronun acontecimientoadversoquefue en los trescasosconsiderado

leve, dostrasla administraciónde norfioxacina(elevaciónde SGPTy abdominalgia)y el

otro tras la administraciónde rufloxacina(sensaciónde distensiónabdominal).En el

primer caso la relación causalcon el fármaco se consideró“no relacionado”y en los

otrosdoscasos“probablementeno relacionado”.

5.2-Ensayoclínico FaseIII en ITU (67,68)

Se incluyó en el estudioun total de 203 mujerescon las siguientescaracterísticasmedias

+ desviaciónestándarde edady peso: 31 5 + 106 añosy 57 ±7 Kg. La distribución

aleatoria de las pacientespor tratamiento fUe de 100 pacientesen el grupo de

norfioxacina y 103 en el grupo de rufloxacina. No se encontraron diferencias
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significativas entre las característicasdemográficasde ambos grupos. De estas203

pacientes,47 pacientesfrieron excluidasdel análisisde eficacia, 32 pacientesdebido a

violación de protocolo (falta de cumplimiento con la medicación o las visitas

programadas,presenciade más de un microorganismoen la muestrade orina inicial,

infección concomitanteo presenciade otrapatología)y 15 pacientesdebidoa presentar

cultivo negativode la muestrapre-tratamiento.Por tanto, 203 pacientesse consideraron

evaluablesparaseguridady 156 paraeficacia:74 pacientesdel grupo de norfioxacinay

82 del grupode rufloxacina.

Evaluaciónmicrobiológica

En la evaluacióntempranao a cono píazo, un 94% (77 de 82) de las pacientesque

habíantomadorufloxacinapresentaronerradicaciónmicrobiológicadel microorganismo

infectante frente a un 99% (73 de 74) de las pacientesincluidas en el grupo de

norfioxacina, no encontrándosediferencias significativas entre ambos grupos de

tratamiento.El único fracasomicrobiológicoen el grupode norfioxacinasedebió a un £

saprophyticuscon una CMI de 2 vg/ml a norfioxacinay, que en realidadsetratabade

una recaídaya que se aisló el microorganismoen el cultivo realizadoen la visita de 8-12

díastras haber sido negativoel cultivo de estapacienterealizadoen la vista a los 3-7

días. En el grupo de rufloxacina, 5 pacientes frieron evaluadas como fracaso

microbiológico, en 4 casosel microorganismoinfectantefue E. colí (CMI de 0,5 giglmí

en dosaislados,y de 2 ~sg/mly> 16 ~tg/mlen los dos restantes)y en un casosedebióa

K. pneumoniae(CMI de 2 hg/ml). El aislamientodeE. cok con CMI> 16 ug/ml fue el

único que se realizó en la visita realizada a los 3-7 días tras la administraciónde

rufloxacina.

Un 79%(119de 150)de las pacientescon erradicaciónmicrobiológica frieron evaluadas

en la evaluacióna largo plazo realizada4-6 semanasdespuésde la administracióndel

fármaco, Rufloxacinay norfioxacinapresentaronuna tasade recaídassimilar: 5% con

rufloxacina(3 pacientesde 64) y 4% con norfioxacina(2 pacientesde 54). Las recaídas

fueron siempredebidasa cepasde E. coli susceptiblesa los dos antimicrobianosen
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estudio:en el casode rufloxacinalaCMI fue 0,25 gg/ml en un casoy 0,5 gg/ml en dos,

y en el casode norfioxacina,la CMI fue < 0,06hg/ml paralas doscepasaisladas.

Evaluaciónclínica

En la evaluacióntempranao a corto plazo,seevaluaroncomofracasoclínico 5 de las 82

pacientespacientescon rufloxacina y 3 de las 74 pacientescon norfioxacina, lo que

representaun 6,1% y un 4% respectivamente.El fracasomicrobiológicoanteriormente

descritocon norfioxacinafue uno de estosfracasosclínicos. En el grupode rufloxacina,

3 fracasosclínicos fuerontambiénfracasosmicrobiológicos,mientrasque los otros dos

fracasos clínicos presentaron erradicación bacteriana. Dos de los fracasos

microbiológicosanteriormentecomentadosseprodujeronen pacientesasintomáticas.

En la evaluacióna largo plazo, se considerófracasoclínico 5 de 64 pacientes(8%) con

rufloxacina y 4 de 54 pacientes(7%) con norfioxacina. En este último grupo, dos

pacientespresentaronrecaídastanto desde el punto de vista microbiologico como

clínico, mientrasque los otros doscasoscorrespondieronsolo a fracasosclínicos (uno

de ellos ya evaluado como fracaso clínico en la primera visita). En el grupo de

rufloxacina, dos casosfueron recaídasclínicas y microbiológicasy tres casosrecaídas

clínicas, mientras que una de las pacientesque presentórecaída microbiológica no

presentabasíntomasy portanto se evaluócomo curaciónclínica.

Si analizamosglobalmentelos resultadosobtenidosy considerandoel criterio que debe

prevaleceren la evaluaciónde estapatologíade acuerdocon la Normativa IDSAIFDA

(11), que estableceque en ausenciade bacteriasen la orina, la evaluaciónfinal de las

pacientescon ITU no complicadadebeser curación, incluso en aquelloscasosen que

persistan los síntomas(es decir, la evaluación microbiológica es consideradamás

relevanteque la clínica), podemosafirmar que en esteestudio,con los dostratamientos

aplicados,al menosun 94% de las pacientesevaluablespresentaroncuración en la visita

a corto plazoy en la visita a largo plazo, al menosel mismo porcentajede pacientescon

curaciónen la primeravisita queacudierona la segundavisita de seguimiento.
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Si seconsiderael númerode bacteriasaisladasen cultivo, un 71% de las pacientes(112

de 156) presentaron > i05 ufc/ml. No se encontrarondiferenciassignificativas de

eficaciaen la evaluaciónmicrobiológica entre el grupo de pacientesque presentaron

recuentosmayoresde io3 ufc/ml y menoresde uY ufe/mí en el cultivo inicial y aquellas

quepresentaronrecuentosmayoresde 1 o5 ufc/ml.

Evaluaciónde seguridad

No se encontrarondiferenciassignificativasen la incidenciade acontecimientosadversos

entre los dos grupos de tratamiento. Veintiuna de las 103 pacientestratadascon

rufloxacina presentaron39 acontecimientosadversos,lo que representaun 20,4% de

pacientes.En 15 de estos39 casos(38%), el acontecimientoestabarelacionadocon el

sistemanervioso central y se produjeronen 12 pacientes,siendo los más comunes

vértigo (6 casos), insomnio (3 casos) y ansiedad (3 casos). Doce de los 39

acontecimientos(31%)fuerongastrointestinalesy ocurrieronen 9 pacientes(7 pacientes

con nauseao vómitos y 3 pacientescon dolor o molestiasabdominales).Todos los

acontecimientos fueron leves y de < 24 h de duración, excepto una pacienteque

presentódiarreay ansiedaddurante48 h.

Entre las 100 pacientesque tomaronnorfioxacina, 12 pacientes(12%) presentaron16

acontecimientosadversosque fueron en 14 casos (14 de 16; 89%) reacciones

gastrointestinales(9 pacientescon nausea!vómitos). Todos los acontecimientosfueron

levesy de < 24 h de duración,exceptoun casode nauseay otro de diarreaocurridostras

la ingestade cadaunade las dosisde norfloxacina,No seprodujo ningún acontecimiento

relacionadocon el sistemanerviosocentral en estegrupo. Se encontróuna diferencia

estadísticamentesignificativa (P 0,001) al comparar el número de pacientescon

acontecimientosadversosrelacionadoscon el sistema nervioso central entre ambos

gruposde tratamiento(11,7%con rufloxacinaversus0% con norfioxacina).
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5.3-Ensayoclínico FaseIII en uretritis gonocócica(69)

El estudiofue canceladopor falta de eficacia de rufloxacinatrasla inclusión en el ensayo

de 9 pacientes,ya que considerandoque el porcentajede éxitos debíaser > 95% y los

resultadosobtenidosen estos 9 pacienteshacían dificil conseguiresteporcentaje,se

estimé que no era eticamentecorrecto continuar el ensayoen vista de que otros

fármacos,como celtriaxona,presentanporcentajesde eficaciadel 98%(20).

De los 9 pacientesa los que se les administró el fármaco, 7 fueron incluidos parala

evaluaciónporpresentarNi gonorrhoeaeen el cultivo inicial. De éstos,un pacienteno

volvió a la visita de control, por lo que 6 pacientesse completaronparaevaluación.El

50% de ellos (3 pacientes)presentaronfracasoclínico ya que persistíanlos síntomasy

signosde infecciónen la visita de control. En uno de ellos no se pudorealizarevaluación

microbiológicapornegarsea la toma de muestrapost-tratamientoy enlos dospacientes

restantes(en ambos casos, pacientes homosexuales,de 33 años de edad, y VIH

positivos), seconfirmó el fracasomicrobiológicocomo seha descritopreviamente.

Con respectoa C. trachomatisy 72 pallidum, en ningunode los pacientesincluidos en el

estudiose objetivó infección concomitanteen la muestrainicial.
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Tabla 1. Actividad bacteriostatica in vitro de rufloxacina y otras
quinolonas frente a microorganismosgram-positivos y gram-negativos.

Microorganismo Antibiotico

Rufi oxacm a
Norfioxacina
Ciprofloxacina
Ofloxacina
Pefloxacina

4
2
0,5
1
2

(0,25 - >128)
(<0,03 - 8)
(<0,03 - 1)
(<0,03 - 4)
(0,06- 32)

Staph. spp.MS

Staph. spp.MR

Proteus (indol-
negativo)

S. pneumoniae

Rufloxacina
Norfioxacina
Ciprofloxacina
Ofloxacina
Pefloxacina

Rufi oxacm a
Norfioxacina
Ciprofloxacina
Ofloxacina
Pefioxacina

Rufi ox acin a
Norfl ox acina
Ciprofloxacina
Ofioxacina
Pefloxacina

Rufloxacina
Norfioxacina
Ciprofloxacina
Ofloxacina
Pefloxacina

E. coli

M1C90
(jig/ml)

Rango

2
2
0,25
1
1

8
16
1.
4
8

(0,5 - 4)
(0,5 - 4)
(0,06- 0,5)
(0,12-2)
(0,5 - 4)

(0,5 - 128)
(0,5 - 128)
(0,06- 1)
(0,25 - 16)
(0,5 - 16)

(0,25 - 4)
(<0,03 - 1)

1
1

0,5 (<0,03 - 2)

64
32
2
16
32

(2 - 128)
(1-64)
(0,25 - 2)
(0,5 - 8)
(1-32)
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Tabla 1 (continuación)

H. influenzae

M. catarrbalis

Rufi oxacina
Norfioxacina
Ciprofloxacina
Ofloxacina
Pefloxacina

Rufi oxacina
Norfioxacina
Ciprofloxacina
Ofloxacina
Pefloxacina

0,5
0,12
<0,03
0,06
<0,03

2
1
0,06
1
1

(0,06 - 0,5)
(<0,03 -0,12)
(<0,03)
(<0,03 - 0,06)
(<0,03)

(1-2)
(0,5 - 1)
(<0,03 - 0,12)
(0,25 - 1)
(0,5 - 1)

P. aeruginosa

A. lwoffii

Rufi oxacina
Norfioxacina
Ciprofloxacina
Ofloxacina
Pefloxacina

Rufi oxacm a
Norfioxacina
Ciprofioxacina
Ofloxacina
Pefioxacina

N. gonorrhoeae Ruijoxacina
Norfioxacina
Ciprofloxacina
Ofloxacina
Pefloxacina

0,5
0,06
<0,03
0,06
0,06

(0,06-0,5)
(<0,03 -0,12)
(<0,03)
(<0,03 - 0,06)
(<0,03 - 0,06)

Tomado de las citas bibliográficas 46 (Mattina R, Cocuzza CE, Cesana M,
Bonfiglio G, 1991),47 (Ravizzola G, IPinsi G, Pirali F, Colonibrita D, Foresti 1, Perimí
L, Turano A, 1989) y 48 (SegreG, Cerretani D, Cern D, Moltoni L, 1988).

64
16

16

(8 - 64)
(1 - 16)

(1 - 16)

> 128
64
1
16
64

(2-> 128)
(2 - 64)
(0,06 - 4)
(0,5 - 16)
(2 - 64)
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Figura 2. Efecto post-antibiótico de rufloxacina frente a E. coiL
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Tomado de la cita bibliográfica 54 (Gomez-Lus ML, Barrientos 5, Rubias JM, Heredia 5, Giménez
MJ, Prieto J, 1993).
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Discusión

Comoya comentéen la introducciónde estatesis,el resultadode la administraciónde un

antimicrobiano para el tratamiento de una infección dependede la interacción

tridimensionalbacteria-huésped-antimicrobiano;interacciónimposiblede estudiarin vitro

y que condiciona que la predicción de eficacia que se realiza se base en los datos

obtenidos del estudio de las diferentes interaccionesbidimensionalesde estos tres

factores.Así, los test de susceptibilidadin vitro sepuedenconsideraruna medida de la

interacciónbacteria-antimicrobiano;la farmacocinéticadel compuesto,unamedidade la

interacción huésped-antimicrobiano;y la actividadbactericidadel sueroy orina, una

medidade la interacciónhuésped-bacteria,siemprecon las consiguienteslimitacionesde

cadauno de estostests. Teniendoen cuentalo anterior, podemosanalizare interpretar

los resultadosobtenidosen los distintosestudiosrealizadosen trespuntos:

-Microbiología/Elecciónde la patología,como representaciónde la interacciónbacteria-

antimicrobiano

-Farmacocinética/Pautasde dosificación,como representaciónde la interacciónhuésped-

antimicrobiano

-Farmacodinamia/Predicciónde eficacia,como representaciónde la interacciónhuésped-

bacteria

Posteriormentela relación de los resultados obtenidos de cada una de estas

interacciones, nos permitirá concluir las indicacionesresultantes,la patita de dosificación

y la posibleutilizaciónde rufloxacinaen la prácticaclínica en el campode las infecciones

genitourinarias.

1- Microbiolo2ía¡EIección de la patolo2ía

Los testsin vitro de susceptibilidadno reproducenlas condicionesin vivo debido, entre

otros, a tres factores: 1- Los mecanismosde defensadel huésped(factoresdel sistema

inmune) no estánpresentesen el medio; 2- Se crea un sistema estático donde la

concentraciónde antibiotico esconstantey ésteestáen contactocon la bacteriadurante

todo el tiempo de incubación (en contraposicióna lo que ocurre in vivo donde las
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Discusión

bacteriasestánexpuestasa concentracionesantibioticas fluctuantes),y 3- Se utiliza un

inóculo bacterianoestándarque probablementeno se correspondecon el de in vivo

debido a que nunca se ha establecidoun inóculo terapéuticamenteequivalente(21).

Ademásexistendistintosfactoresde laboratorioque puedenmodificar la determinación

in vitro: pH, osmolaridad,temperaturaetc. Por otraparte,la lecturade los resultadosde

CMI o CIIvIB serealizatras 24 horasde incubación,pudiendoresultarla misma lectura

paradosantimicrobianosquepresentendistinta actuaciónen los tiemposinicialesde este

periodo (85), ya que estoshechosfarmacodinámicosinicialesno son evaluadoscomo

talesal realizarsesólo unalecturaglobal a las 24 horas,periodoque puedeser diferente

al intervalo de dosificación. Por otro lado, estos hechos farmacodinámicosiniciales

puedenserlos másrelevantesde todo el periodode lectura(85). Si consideramostodo

lo anterior, no resultadificil entenderque la respuestaobtenidain vitro no presente

siempreuna correlacióndirecta con la eficaciaobtenidain vivo, obteniendosein vitro

sólo unacrudapredicciónde la respuestaterapéuticaobtenidaen el paciente(86,87).

A pesar de las reservasexistentessobrela relevanciaclínica de los test in vitro, la

determinaciónde la CMI permite delimitar el espectrode acción del antimicrobiano

ensayadoy estableceraquellasinfeccionesen las que se debe ensayaréste,ya que el

microorganismocausantede la infección ha demostradoser susceptiblein vitro a las

concentracionesdeterminadas.El conocimientodel espectrodiferencial de actividad de

los antimicrobianoses importanteen la predicción de eficacia y por tanto tiene una

influenciacrucial en el programade desarrollode un fármacoen investigación(88) como

partede la evaluaciónde susceptibilidadinicial.

Los estudiosin vitro realizadoscon los 350 aisladosclínicos en orina confirmaronlos

datos preexistentesde la quinolona, obteniendosela misma CMI90 frente a E. coli

(4gtg/ml). Las curvasde muertebacterianademostraronunaacciónrápidade rufloxacina

que produjo una reduccióndel inóculo inicial del 99,9% (porcentajeconsideradoen la

determinaciónde la CMB tras 24 h de exposición)tras sólo 2 horasde incubación(con

concentraciones1 OxCMI) o 3 horasde incubación(con concentracionesigualesa la

CMI), porello con estametodologíay estacepano sedemostróclaramenteuna acción
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concentración-dependientede rufloxacina como se ha descritopara otras quinolonas,

peroporel contrariosí seapreciaestadependenciaen la determinacióndel efectopost-

antibiótico, como puedeobservarseen la gráfica 2, estandoasí en concordanciacon el

efectopost-antibióticodosis-dependientedescritoparaestetipo de antimicrobianos(89).

La escasaactividadin vitro (CMIIs altas si se comparancon las de otras quinolonas)

unido a la ausenciade dosisdependenciademostradapodíansuponerun handicappara

estaquinolonaen su eficaciaterapeutica.

Los datosde susceptibilidadde las cepasaisladasen el ensayoclínico FaseIII en ITU

confirman asimismo los datos previos, indicando una mayor susceptibilidad de los

aisladosde E. coil a norfioxacina(CMb0 = 0,125 i.tg/ml) que a rufloxacina(CMt0 = 1

~tgIml),aunquela CMbo de éstaúltima es, en esteensayo, 4 veces inferior a la del

estudio in vitro previamenterealizado,a pesarde que las 350 cepasdel estudio in vitro

procedían también de pacientescon infección extrahospitalaria,aunque de distinta

localización geográfica. Si se considerael resto de microorganismosaisladosen este

ensayoFaseIII, y a pesarde que el númerode estosaisladoses pequeño,tambiénse

confirman los datosin vitro previos (47, 48), con buenaactividadfrentea P. mirabilis y

S. saprophyticus.

La susceptibilidadde los aisladosinicialesde N. gonorrhoeaeen el ensayoclínico Fase

III en uretritis gonocócicas,confirmó asimismo los resultadosprevios (46) in vitro que

indicabanuna buenaactividad de rufloxacina(CMbo = 0,5 j.ig/ml), aunqueen nuestro

casose trataigualmentede un númeromuy pequeñode aislados,a pesarde los fracasos

clínicosy microbiológicosobtenidosen el ensayo.

Aplicando los valores de Cmax (4,9 ng/ml) y semivida (28 h) obtenidosen el ensayo

clínico Fase1 paradeterminarlos “breakpoint”, mediantela fórmula establecidapor la

“British Societyfor Chemotherapy”(5) reseñadaen el apartado2. 1 de la Introducción,y

considerandounaunión aproteinasdel 60% (90), los valoresobtenidosparamfloxacma

son 4 g/ml y 1 ~sg/ml,segúnse considereun índice terapéutico de 4 o de 10

respectivamente.Los valoresasí determinadosconcuerdanen partecon los publicados
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por el “European Study Group on Antibiotic Breakpoints” (91) que establecetres

categorías:Susceptible(S 2 .tg/ml), Intermedia(4 i.ig/ml) y Resistente(> 8 gg/ml). De

los datos de susceptibilidadobtenidosy considerandoestos “breakpoints”, podemos

concluir que rufloxacina no sería adecuadapara el tratamiento de infecciones

parenquimatosas,debidoa quelos patógenosresponsablesde la infección estánincluidos

(al menos) en la categoría intermedia de susceptibilidad, presentandopor tanto

rufloxacinauna actividadsistémicareducida. Sin embargo,como ya se describióen la

introducciónde estatesis,estos“breakpoints”puedenno seradecuadoscomo puntosde

corte parael tratamientode las cistitis no complicadassi los niveles en orina son más

altos que los nivelesséricosalcanzados,como ocurrecon rufloxacinaque mostróunos

nivelesen orina mantenidosdurante72 h y aproximadamente10 vecessuperioresa los

nivelesséricosdeterminados.Así, se consideraque infeccionesproducidasporcepascon

CMI intermedia a un determinado antimicrobiano, pueden ser tratadas con este

compuestosi se administrandosis altas o con las dosis habituales,si la infección se

localiza en lugaresdondeel antimicrobianoestéconcentradocomo ocurreen orina.

Por tanto, de los estudios de susceptibilidadin vitro realizadosse concluyó que las

patologíasa elegir para determinarla eficacia de rufloxacina en pacientesdebíanser

cistitis no complicadadentrode las infeccionesurinariasy gonocociadentrode las ETS

porla buenaactividadin vitro presentadaporrufloxacina.Los datosde susceptibilidadin

vitro de los microorganismosresponsablesde infección en los ensayosclínicos

posteriormenterealizadosconfirmaronla correctaelecciónde la patologíasi seevalúa

independientementede los resultadosclínicosy microbiológicosobtenidos.

2- Farmacocinética/Pautasdedosificación

Los parámetrosfarmacocinéticosde rufloxacinadeterminadosen el ensayoclínico Fase1

frieron similaresa los descritosporotros autores(92), pudiendosedeber las pequeñas

diferencias encontradasa la diferente metodologíautilizada (92). Asimismo, en un

estudio previo los niveles de rufloxacina determinadospor método microbiológico
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fueron superioresa los determinadosporHIPLC; los autoressugeríanque estadiferencia

podíadebersea la presenciade un metabolitoactivo (50), sin embargoestasugerenciaes

discutiblecomosepodrácomprobarmás adelanteen estadiscusion.

Entrelos parámetrosdeterminadospararufloxacinaen el ensayoFase1, cabedestacarla

larga semivida determinada(28 horas), característicade estaquinolona. Los niveles

máximos de rufloxacina en suerofrieron aproximadamente4,5 vecessuperioresa los

niveles máximos alcanzadospor norfloxacina.Estehecho unido a la diferenciade las

semividasdeterminadasparaambasquinolonasexplica las diferenciasde AUC, que es

aproximadamente40 veces superior para rufloxacina. Sin embargo, como ya se ha

comentado,los niveles séricos no se correlacionancon eficacia clínica en las ITU.

Respectoa los resultadosobtenidosen orina, los niveles de norfioxacinadurantelas

primeras4-8 horastras la administraciónde la dosis fueron muy superioresa los de

rufloxacinaque, aunquepresentónivelesinferiores(40 gg/ml) a estostiempos,demostró

mantener niveles prácticamenteconstantes durante las 72 horas medidas post-

dosificación.

En la ITI.J agudano complicadaen mujeres,clásicamenteel tratamientoconsistíaen 7-10

días de terapia con un antimicrobiano,ya que todos los antimicrobianosorales que

presentenespectrode actividadfrente a bacteriasgram negativas,erradicanla infección

en másdel 80% de los pacientessi se administranporun periodode 7-14 días(11). Sin

embargo,y considerandoquela infección de víasbajases unainfección superficialde la

mucosa,se introdujeroncon éxito regímenesmáscortos(3 díasde tratamientoo dosis

única) (93-95). Estos tratamientosmás cortos, con la misma eficacia antimicrobiana,

presentabanlas ventajasde tenermenorincidencia de efectosindeseados(menosdel 5%

de pacientesque son tratadoscon dosisúnicapresentanefectosadversosque requieran

intervenciónmédica(II)), menorcoste,asegurarmejor el cumplimientodel tratamiento

por el paciente,y quizá, ejercer una menor presión selectivapara la aparición de

resistenciassobrela flora rectal,urinaria y vaginal (96, 97). Sin embargo,no todos los

antibiótiocos son susceptiblesde esta pauta de dosificación: solamenteaquellos que

presentanniveles altos y sostenidosen orina, asegurandoconcentracionesal menos
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durante12-24horasqueeliminen la infecciónlocalizadaen la vejiga, son idóneosparael

régimen de dosis única (19, 98). Sin embargo, los últimos estudios realizadospara

evaluarla eficaciade tratamientosde tres días de duraciónversustratamientosde dosis

única, han demostradoque los primerospresentanlos beneficiosde los tratamientosde

dosis única, preservandoen mayor medida que éstos la eficacia de la terapia

convencional (43, 99). Los tratamientosde dosis única se asocian con un mayor

porcentajede recurrenciasque los tratamientosconvencionaleso de tres días de

duración,probablementedebidoa su menor efectividaden la erradicaciónde E. cotí y

otrosuropatógenosdel reservoriovaginal (y del tracto gastrointestinalque esla fuente

de la colonizaciónvaginal) (11, 99, 100, 101). En general, los tratamientosde dosis

única presentaronmenor eficacia cuando el microorganismo infectante era S.

saprophyticus(99, 101), aunqueeste mismo resultadose obtuvo en aquellosestudios

que compararontratamientosde tres días de duracióncon tratamientosmás largos, ya

que la erradicaciónde S. saprophyticusfue mayor en los tratamientosmáslargos(102-

104). Esto esimportantesi consideramosqueen mujeresjóvenesy sexualmenteactivas,

S• saprophyticuses el uropatógenoaisladosen un 10-20% de casos(97). Por todo lo

expuestoanteriormente,en la actualidadse abogapreferentementepor tratamientos

cortosde 3 díasde duraciónen la ITU agudano complicadaen mujeres(11, 43, 10]),

recomendándosela utilización de la dosisúnicaen mujerescon un primerepisodioo con

un episodioaisladode cistitis y la pautade 3 díasen mujerescon múltiples episodios

recientes(11).

Si consideramoslos resultadosobtenidosen los ensayosrealizados,en donderufloxacina

presentaunosnivelesen orinade aproximadamente40 .ig/ml al menosdurante72 horas

(intervalo medidoen el Fase1), podemosconsiderarqueconunasóladosis(y por tanto,

con la ventajasdescritasanteriormenteparaesterégimende dosificación)se consiguen

niveles en orina aproximadamente10-40 vecesla CMI frentea E .coli de acuerdocon

los datos de los estudiosin vitro realizados(segúnse considereuna CMb0 de 4 o 1

respectivamente)durantetres días, lo que equivaldría a un regimen de tres días de

duraciónde un antimicrobianoconvencional.Paralelamentey como se comentaramás
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adelante,la actividad bactericida se mantieneasimismo duranteal menos el mismo

intervalopost-dosificación.

Los datosobtenidosen orinaen el ensayode Fase1 sonavaladosporel estudiorealizado

en laorinade 12 horasaportadaporlas pacientesincluidasen el ensayoFaseIII en ITU

(orinarecogidaen el intervalo72-84 horasdespuésde la dosisúnicade rufloxacinao la

primeradosisde norfioxacina), dondecomparandolos nivelesurinariosde norfioxacina

como ejemplo de terapiade 3 días de duracióny de rufloxacina con dosis única, se

observaque son igualesa pesarde las pautasde dosificacióntan diferentesempleadas.

Sin embargosi tenemosen cuentala semivida de los dos fármacos(aproximadamente

28h para rufloxacinay 4h paranosfloxacina),resultalógico ya que el intervalode toma

de muestrase iniciabaen todaslas pacientesaproximadamente3 semividasdespuésde la

únicao última dosisadministrada.Por tanto, en el casode rufloxacina, podemosobviar

la discusiónde si es preferibleunapautade 3 días de dosificacióno de dosisúnicaen el

casode cistitis no complicada,ya queunadosisúnicade rufloxacinaproporcionaniveles

y unaactividadbactericidamantenidosen orinaduranteal menos3 díasde duración.

Si analizamoslos resultadosobtenidoscuando£ saprophyticusfue el microorganismo

aislado,y a pesarde no poderextraerconclusionesdebidoa que solamenteesto ocurrió

en tres pacientesdel grupo de rufloxacinay en siete de norfioxacina, se observaque

ambasquinolonasfueronefectivasen la erradicacióndel agentecausantede la infección,

tanto a corto como a largo plazo ya que ninguna de las recaídasfue debida a este

microorganismo. Cabe destacar que la única paciente que presentó fracaso

microbiológico con norfioxacinacuandoS saprophyticusfue el microorganismoaislado,

presentóerradicaciónbacterianaen el cultivo realizadoa los 3-7 díasy cultivo positivo

nuevamenteen la visita de 8-12 días, por lo que en realidaddeberíaconsiderarseuna

recurrenciay estaríade acuerdocon lo anteriormentemencionadode la mayordificultad

de erradicaciónde Ssaprophyticus.

Asimismo esinteresantedestacarque en la visita de 3-7 díassólo se detectóun fracaso

microbiológico con rufloxacina, correspondiendoa unacepade E. cotí con CIvil> 16
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~ig/mlenel cultivo inicial, mientrasquea los 8-12 díassedetectaron3 fracasosdebidosa

cepasde E. cotí sensiblesa rufloxacina. En estostrescasossepuedeconsiderarque no

se trata de recurrenciassino de fracasosque, debidoa la largasemividade rufloxacina,

no se detectaronen la visita previa por la presenciade niveles terapéuticosde la

quinolonaen orina,

Lascaracterísticasfarmacocinéticasque debenconsiderarseparaun antimicrobianoque

sepretendautilizaren el tratamientode ITUs son: concentraciónen plasma,orina, tejido

renaly heces(105). Considerandoqueel estudiode rufloxacinase limita a su utilización

paracistitis no complicadas(debidoa quelos niveles séricosresultanno seradecuadossi

seconsideranlas CMIs frentea patógenosimplicadosen otro tipo de ITU), sepuede

excluir la necesidaddel estudiode los nivelesen parénquimarenal.Unavezcomentados

los niveles en sueroy orina, cabecomentarque los niveles en hecesson importantesya

que puedenmodificar el porcentajede flora aerobia fecal y por tanto el riesgo de

recurrenciastempranas (105). Los niveles de rufloxacina en hecesdeterminados en el

ensayode Fase1 demuestranque rufloxacina mantieneniveles fecales supra-CMI (18

~g/g) hastasiete díasdespuésde una dosis única, por lo que, considerandoademássu

baja actividad frente a anaerobios(106), favorece que no se produzcanrecurrencias

tempranasen las pacientes.Sin embargo,en el estudioFaseIII en ITU, se presentaron

reinfeccionestanto en pacientestratadascon rufloxacina como con norfioxacina. En

todos los casosel agentecausantefue una cepa de E. cali sensible al tratamiento

aplicado. Sin embargohay que considerarque la visita de seguimientoa largo plazo se

realizaba 4-6 semanasdespuésde una dosis única y que se habla de reinfecciones

tempranascuando éstas ocurren antes de dos semanas despuésde finalizar el

tratamiento.

3- Farmacodinamia/Pred¡cciónde eficacia

La farmacodinamiade un antimicrobianorelacionalas concentracionesde ésteobtenidas

a lo largodel tiempocon los efectosantibacterianosen el lugarde la infección(107). Las
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curvas de muertebacterianaconstituyenun métodopara evaluarin vitro estarelación,

mediantela mediciónde la supervivenciabacteriana-representaciónsemilogarítmicade

recuentosde ufc/ml (en subcultivoscuantitativos)a distintostiempos-tras exposicióna

distintasconcentracionesfarmacológicas.

Los resultadosde las curvas de muerte bacterianarealizadasin vitro y ex vivo con

rufloxacinademuestranunaactividadrápidamentebactericidade éstafrentea un inóculo

alto (aproximadamente1 o7 ufc!ml) en amboscasos.Las concentracionesde rufloxacina

ensayadasen los dosexperimentossonabsolutamentediferentes,siendoconcentraciones

sub-CMI y supra- CMI (hasta 10 veces superiores) en el estudio in vitro y

aproximadamente40 vecesla CMII en el estudioex vivo. Los resultadosobtenidosen el

estudioin vitro demuestranque, tras 2 horasdeincubación,seobtieneuna reduccióndel

inóculo inicial del 99,9%.En el estudioex vivo, los resultadosobtenidosson análogos,

obteniendoseuna reducciónaproximadamentedel 98% a las 2 horasy> 99,5%a las 3

horas en ambos casos,con la orina de las 0-2h, 8-12h y 60-72h. Existen diversos

estudiosque demuestranque en el casode las fluoroquinolonas,concentraciones30-60

vecesla CMI son las que presentanmáxima actividadbactericida(108, 109) y que

concentracionessuperioresa éstas, presentanuna actividad menor, por lo que, las

fluoroquinolonasexhibenun efectoparadójico(110). Si seanalizanlos resultadosde las

curvasrealizadasex vivo, sepuedeobservarque los niveles de rufloxacina en orina de

todoslos periodosde tomade muestraestaríandentrodel intervalode máximaactividad

respectoa E. cotí y que norfioxacinapresentauna actividadsignificativamentemayoren

el intervalo8-12 horasque en el intervalo 0-2 horasdondelos nivelesson cuatroveces

superioresa los del intervaloanterior y se alejanmuchomásde la concentraciónóptima

bactericida.Por tanto en este caso se observa ex vivo el efecto paradójico descrito

previamentein vitro por otrosautores(110). En la orina del tercerintervaloensayadoen

las curvas ex vivo (60-72 horas) no se detectaronniveles de norfioxacina, no

obteniendosedecrementosdel inóculo inicial. Esta alta actividad bactericida de

rufloxacinain vitro y en las curvas ex vivo, se manifiestaigualmenteal determinarlos

títulos bactericidasurinariosen el ensayoFase1.
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Si se analizan los títulos bactericidasséricos y se aceptaun titulo > 1:8 que es el

clásicamenteconsideradocomo adecuadoen el valle (28, 29), los resultadosobtenidos

en este ensayo demuestranque ninguna de las dos quinolonas es adecuadapara

infecciones sistémicas, como ya habíamos indicado con rufloxacina, ya que con

cualquierade las dos, sólamentese obtieneun título > 1:8 en el primertiempo de toma

demuestra(2h) frenteaE. cotí. Si seconsideraun titulo> 1:10 que,como ya seexplicó

en la introducciónde estatesis se correlacionócon erradicaciónbacterianaen un modelo

farmacodinámicoin vitro previo realizadocon una quinolona(42), se obtienela misma

conclusión,ya que a ningún tiempo se alcanzaestaactividad bactericidapor partede

ninguna de las dos quinolonas.En esteanálisis es necesarioconsiderarque para la

determinaciónde los títulos bactericidasse ha utilizado suerobasalde cadavoluntario

con un 20% de caldo Isosensitestcomo medio, segúnestudiosprevios (111, 112), para

simular al máximo las condicionesin vivo, considerandoque sólo la fracción antibiotica

libre (no unida a proteínas)es microbiologicamenteactiva (113). La utilización de caldo

como diluyenteen vez de suerodel propio voluntario, puedellevar a determinartítulos

bactericidasfalsamentemásaltos (114) al no tenerseen cuentala unión a proteinas.En

los ensayosrealizados,el sueroutilizado como diluyenteno fue previamenteinactivado

por calor, sin embargosu actividadbactericidaera despreciableya que la actividad

bactericidaséricabasalfue < 1:2.

Los fármacos concentración-dependientecomo las fluoroquinolonas presentanuna

acción ligada al áreabajo la curva concentraciónplasmática-tiempo(AUC) (25), siendo

la relación AUC/CMI el parámetrofarmacodinámicomás predictor de la eficacia

microbiológica. En un estudioprevio realizadocon ciprofloxacina se correlacionéel

resultado clínico de la infección con el valor determinado para esta relación,

demostrándoseque un AUC/CMI < 125 se correlacionabacon un 60% de cultivos

positivostrasdos semanasde tratamiento,AUC/CMI entre125 y 250 se correlacionaba

con un 25% de cultivos positivos despuésde 7 días de tratamiento, presentandola

mayoría de los pacienteserradicación a los 14 días, y un AUC¡CMI > 250 se

correlacionabacon erradicaciónmicrobiológicatras 4 díasde tratamientoo, lo quees lo

mismo, AUC/CMI entre125 y 250 predecíanmuerte bacterianalenta, y AUC/CMiI >
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250, muerte bacterianaextremadamenterápida (115). Si se determinael valor de la

relación AUC024 w/CMI para rufloxacina y norfioxacinacon los datos obtenidosen el

ensayoFase1 realizado,seobtienenlos mismosresultadosque seobtenían analizando

los títulos bactericidas: la relación AUCO.24h/CMI es menor de 125 para ambas

quinolonas(87,27versus47,44 paraE. cotí y 21,82 versus 11,86 para£ aureuspara

rufloxacina y norfioxacina respectivamente),por lo que podemos concluir que su

actividadsistémicaesbajay no debenserantimicrobianosde elecciónen el tratamiento

de esetipo de infecciones.

Analizandola actividadbactericidaen orina, los títulos bactericidasfuerondeterminados

análogamentea los títulos séricos,utilizando la orinabasalde cadavoluntario con 20%

de caldo Isosensitestcomo medio para dilución, para asemejaren lo posible las

condicionesin vivo, siendotambiénen estecasodespreciablela actividadintrínsecade la

orma por ser el titulo basal < 1:2. Los títulos determinadoscorroboranlo descrito

anteriormentecon los niveles, demostrándoseuna actividadbactericidaalta y sostenida

con rufloxacina tanto frente a E. cotí como a S. aureus, siendo en cualquierade los

tiempos determinadosmayor de 1:4, que como ya vimos en la introducción, en un

estudioprevio(41) secorrelacionóestetítulo con curaciónclínica enal menosel 90%de

los pacientesque presentabandicha actividad bactericida.Rufloxacina presentóunos

títulos 16 vecessuperiores(4 diluciones) a 1:4 a lo largo de las 72 horasde toma de

muestrafrente a E. cotí y titulos 4 vecessuperiores(2 diluciones) duranteel mismo

periodo frentea S. aureus.Si seanalizael áreabajo la curva de títulos bactericidasde

orína(AUBC), que es un indice de los efectosfarmacodinámicosde un antimicrobiano

(49) al integrarla actividadbactericidaiii vitro con el perfil farmacocinéticodel fármaco,

los valoresde AIJBC en orinade rufloxacinasonsuperioresa los de norfioxacinaa pesar

de las diferenciasentrelas CMBs de norfioxacinay rufloxacina(la CMB de norfioxacina

esocho vecesmenorparaE.. cotí y cuatrovecesmenorparaS. aureus).La explicación

de estosaltosvaloresde AUBC pararufloxacinasedebebasaren los altosy mantenidos

nivelesen orina.
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Los títulos bactericidasteóricosy experimentalesconcuerdanen el casode nortioxacína

frente a las dos cepasensayadasy en el caso de rufloxacina frente a S. aureus. Es

importante señalar que el diseño cruzado del estudio, la utilización de métodos

estandarizadoscon los mismos microorganismos,y la utilización de la orina pre-

tratamientodel propiovoluntarioen el medio de dilución de la orinaproblemadel mismo

voluntario, puedenhabercontribuido a la obtenciónde estapredicción. Sin embargolos

títulos experimentalesde rufloxacinafrente a E. cali fueron superioresa los esperados.

La explicación de estehechopuededebersea la presenciaen orina de un metabolito

activo de rufloxacina, el N-desmetil derivado. Estemetabolitose encuentraen orina a

concentracionesbajas(alrededorde 5 p.g/ml) (50, 92), presentandouna actividadsimilar

a rufloxacinafrentea E. cali y una actividad alrededorde ocho vecesmenorque ésta

paraS.aureus(106).Aunquese encuentreen orína a concentracionessubinhibitorias,su

acciónpuedeincrementarla acciónde rufloxacinafrentea E. cotí, lo que no ocurriría

frente a 5. aureuspor presentarmenor actividad, aunquea pesar de ello, los títulos

experimentalesde rufloxacina frente a 5. aureus fueron superioresa los teóricos

determinados,demostrándosetambiénuna adición entre rufloxacina y su metabolito

frentea 5. aureus(aunquemenorquela obtenidafrente a E. cotí).

La diferenciasignificativa en la razón título experimental/teóricode rufloxacinaversus

norfioxacinarefuerzala sospechade la contribucióndel metabolito de rufloxacinaa la

actividad de ésta. El AUBC puede utilizarse también para evaluar el efecto de la

combinaciónde dos antimicrobianos,definiéndosesinergismocomo un AUBC para la

combinación significativamente superior al AUBC de cada uno de los dos

antimicrobianos aislados (116). Las diferencias significativas entre el AUBC

experimentaly teórico de rufloxacinapuedenatribuirsepor tanto al metabolito activo,

aunqueexistauna dilución progresivaen el método de determinaciónde la actividad

bactericidaquepuedeminimizar esteefectoen el casode antimicrobianosconcentración-

dependiente(116).

Otro análisisde las AUBCs obtenidasen esteestudiopodríahacersedesdeel punto de

vista de susceptibilidadin vitro. En estecaso, la actividad bactericidaex vivo debería

89



Discusión

seguir la misma proporciónque la actividad bactericidain vitro, es decir, si las CMBs

determinadasin vitro pararufloxacinafrenteaE. cotí y S. aureusfueronrespectivamente

2 y 4 ~.ig/ml(proporciónde actividad: 2:1), las AIJBCs frente a E. cotí y Laureus

deberían seguir esa proporción como ocurre con las AUBCs teóricas determinadas

(1.116 paraE. colí versus 558 para S. aureus). Sin embargoestaproporción no se

mantienecon las AUBCs experimentalesde rufloxacina(4. 116 paraE. cotí versus1,096

paraS. aureus),donde la proporciónpasaa ser4:1. Esto indica nuevamentela adición

de la acción de concentracionessubinhibitorias del metabolito a la actividad de

rufloxacina. En el caso de norfioxacina,la proporciónE. calÉS.aureusde la actividad

bactericidain vitro (4:1) se mantieneconsiderandolas ATJBCs experimentalesy teóricas.

En la determinaciónde los títulos teóricosse ha utilizado los niveles de antimicrobiano

determinadospor método biológico, sin embargose ha consideradoque estosniveles

correspondíansiemprea rufloxacina (a pesar de que el metabolito activo debía estar

presenteen la orina de los voluntarios sanostras una dosis de rufloxacina), ya que el

métodode difusión utilizado parala determinaciónde nivelesno permitela detecciónde

sinergismo(117, 118). En los testsde difusión en agar, existeuna correlaciónentrela

zonade inhibición en el agary la actividaddel antimicrobiano(118), siendola distancia

al pocillo que se alcanza con una determinadaconcentración proporcional a la

concentraciónde antimicrobiano en el pocillo (117). Sin embargosi se ponen dos

antimicrobianosen un pocillo, el halo de inhibición siempre refleja la actividad del

antimicrobianomásactivo de los dos presentes,porlo que no es posiblever sinergismo

en estetest (118). En el estudio de rufloxacina se puedeconsiderarque existendos

antimicrobianosen el pocillo: rufloxacina y su metabolito activo y, aunque ambos

presentanigual actividad frente a E .colí que fue el microorganismoutilizado parala

lectura, se puedeconsiderarpredominantea rufloxacina puesto que se encuentraen

cantidadesocho vecessuperioresa las del metabolito(40 ng/ml pararufloxacina-según

los datosobtenidosen el ensayoFase1- versus5 ~ig/mlparael metabolito-de acuerdo

con bibliografia(92)-).
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Los resultadosobtenidosen esteestudiode predicciónde actividadbactericidaen orina

tienenimportantesimplicacionessi se consideraque las diferenciasentrela actividad

experimentaly teóricadeterminadaspuedenaportaruna justificación de discordancias

entre actividad in vitro y resultados clínicos observados.Frente a E. cali ambas

quinolonaspresentanunos títulos mayoresde 1:10 al menosdurante24 horastanto

desdeel punto de vista experimentalcomo teórico. Sin embargo,frente a S. aureus,

norlioxacinateoricamentepresentaunostítulos superioresa esepunto de cortedurante

16 horas(que por tanto cubriríantodo el intervalo de dosificaciónya que éstees de 12

horas),pero experimentalmentesecompruebaque estosólo ocurredurante8 horas(no

cubriendosepor tanto en la realidad el intervalo de dosificación). En el caso de

rufloxacina ocurre lo contrario, los títulos teoricamenteno estaríannunca frente a S.

aureus por encima del punto de corte 1:10 y, sin embargoexperimentalmentese

demuestraque sealcanzantítulos superiores(1:16) duranteal menos72 horas.Por lo

tanto, en el casode norfioxacinase sobreestimaríala actividad frente a Staphylocaccus,

estableciendointervalos de dosificación que no cubrirían este género y podrían ser

responsablesde la menoreficaciaobservadacon estaquinolonafrenteaS. sapraphylicus

cuandoseadministracomo dosisúnica (99) y, respectoa rufloxacina, se subestimaríasu

actividadya que desdeel punto de vista experimental,con una sóla dosis, cubriría tres

díasde actividadfrentea los dos microorganismosutilizadosa pesarde queteóricamente

sólo cubriría aE. cali. Teniendoen cuentaestos resultadosde actividad bactericida,la

dosis a ensayaren el estudio FaseIII en ITU fue la misma del ensayo Fase1 para

rufloxacina (400 mg en dosis única), utilizándosela pautade norfioxacinaregistrada

(400mg /12h durante3 días), Comoya seha comentadolos resultadosmicrobiológicos

obtenidosen el ensayoFaseIII confirmaronla buenaactividadde ambasquinolonascon

estas pautas de dosificación, aunque los títulos bactericidasdeterminadosfueron

inferiores a los del ensayoFase1 con las dos quinolonas,debido a que el intervalo de

toma de muestrafue posterioral último determinadoen el ensayoFase1 (72-84horas

versus60-72 horasen el ensayoFase1) y a que el microorganismoutilizado en cada

determinaciónen el ensayoen ITU era el microorganismoaisladoen cadapaciente,

habiendopor tanto unavariabilidad entrelas cepasde E. cali. Con las dos quinolonas,

los títulos determinadoscubren los intervalos de dosificaciónestablecidosfrente a E.
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cotí, no teniendoseinformaciónsuficientecuandoSsapraphytícusfl.ie el microorganismo

aislado por ocurrir esto en un bajo número de casos, lo que no permite valorar la

predicciónrealizadafrenteal géneroStaphylacaccus.

En esteensayoFaseIII también se observauna dicotomía entre el índice terapéutico

determinadoy los títulos bactericidasya que éstosúltimos no difieren en gran medida

entre rufloxacina y norfioxacina,mientrasque la diferenciade índicesterapéuticoses

aproximadamentediez vecesmayor para norfioxacina(como correspondea su mayor

actividad in vitro). Estadicotomía puedeser tambiénun reflejo de la mayor actividad

bactericidade rufloxacinain vivo debidoa la presenciadel metabolitoactivo en orína.

La eficacia demostradapor rufloxacina en cistitis no complicadasno se repitió en el

ensayorealizadoen uretritis gonocócicas,demostrandoen esteúltimo estudioademásde

fracasoclínico y microbiológico,una inducciónin vivo de resistenciaen las cepasde N.

ganorrhaeaeaisladas.La explicación de estehecho no puedebasarseen el índice

terapéuticoalcanzadoen sueroque, como se describeen la introducción,debe ser de al

menos10 paraasegurarla erradicaciónbacterianay la aparición de resistencias,ya que

considerandolos nivelesen el pico séricoalcanzadosen el ensayoFase1 con la misma

dosis (aproximadamente5 ~tg/mJ)y las CMI de rufloxacina de las cepas de Ni

ganorrhaeaeaisladasen los pacientesincluidos (0,25 ~.tg/ml),se puedecomprobarqueel

índiceterapéuticoes aproximadamentedosvecessuperioral necesario.

Por otra parte,hay que considerarque diversosestudioshandemostradola penetración

intracelularde Ni. ganorrhoeaetanto en neutrófiloscomo en células del epitelio uretral

(119, 120) y considerando que la capacidad de penetración de los distintos

antimicrobianoses diferente,puedeseresteuno de los criterios clavesparala predicción

de eficacia. Por ello, las concentracionesbactericidasde suero puedenno predecir

eficaciafrenteamicroorganismosintracelularesfacultativoscomoNi gonorrhaeae(121).

Sin embargolas fluoroquinolonasson un grupo de antimicrobianosque se caracteriza

por presentaruna alta penetraciónintracelular tanto en células fagocíticascomo no

fagociticas,con cocientesconcentraciónintracelular/extracelularde 4-12 (122, 123), lo
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que unido al amplio espectroantimicrobiano, la buena biodisponibilidad y la larga

semivida,explicaríalabuenaeficaciademostradaporestegrupode antimicrobianosen el

tratamientode la infección gonocócicacon dosisúnica (77, 78, 124, 125). En el casode

rufloxacina, los datos recogidosde los estudiosde penetraciónintracelular realizados

con células fagociticas y no fagociticas demuestranuna buena penetración de

rufloxacina, aunquemenor de la observadacon otras quinolonasya que el cociente

intracelular/extracelulares de 3 (126), siendo estapenetraciónsuperior en el caso de

célulasfagocíticascomoocurreen el restode quinolonas.

Estudio farmacodinámicosin vitro previos realizadoscon quinolonas(127, 128) han

demostradoquedurantela exposiciónbacteria-antimicrobiano,seproduceuna aparición

de subpoblacionesresistentesque son inicialmentepequeñas(<10~) pero que en algunos

casosresultanser las predominantestras 24 horasde exposición.La presenciade altas

concentracionesde antimicrobianoretrasanel tiempo de aparición de subpoblaciones

resistentes,presumiblementedebido a que eliminan mayor número de mutantes

resistentes(incluso aquelloscon las CMIs más altas) de la pequeñasubpoblación

altamenteresistente(129). Estos estudiossientanbasesparala utilización terapeuticade

dosis altas de quinolonaso dosis que proporcionenaltas concentracionesde estos

antimicrobianos.

En el caso de Ni gonarrhoeaela diana principal de las quinolonases la girasa (130),

formandoseel complejoquinolona-girasa-DNAque va seguidode una rápida,reversible

inhibición de la síntesisde DNA, cesedel crecimiento,e inducción de la respuestaSOS

(130). Una de las consecuenciasde la respuestaSOS esla mutagénesisinducidapor las

quinolonasy éstapuedeser importantesi contribuye a la adquisiciónde resistenciaa

quinolonas(130),lo que se correspondecon la mutaciónencontradaen el gengyrA que

codifica la subunidadA de esteenzimay una ausenciade mutaciónen el genparC que

codificauna subunidadde la topoisomerasaIV. La mutaciónen el gengyrA induceuna

resistenciamoderadamientrasque las mutacionesdoblesen el gyrA y parC inducenuna

alta resistencia(130).
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La resistenciaocurrida en el ensayo en uretritis gonocócicapodría basarseen la

concentración intracelular alcanzadade rufloxacina, que sería capaz de inducir la

respuestaSOS (que daría lugar a la mutagénesisque produjo la resistencia),no

lográndosealcanzarniveles suficientementealtos que produjeranla lisis celular como

consecuenciade la liberaciónde trozos sueltosde DNA de los complejosde la girasa

(130). Por otro lado, es necesariotambién considerar las diferencias de letalidad

existentesentrelas distintasquinolonas,ya que seha demostradoque ciprofloxacina y

quinolonasC-8 metil derivadosson capacesde liberar subunidadesde complejoDNA-

girasa en mayor medida que otras como norfioxacina (130, 131), lo que las hace

particularmente letales, aunque existen otros autores que indican que no existe

correlación entre la cantidad de hebras de DNA liberado y la muerte bacteriana

producida(132). Las diferenciasde letalidadde unasquinolonasa otraspodríaestarde

acuerdocon la ideade que no todaslas quinolonaspresentaríanel mismo mecanismode

accióncomo secreyó en un principio (133). En estesentidopodríaserqueel mecanismo

de acciónde rufloxacinafueramásparecidoal de norfioxacina(puestoqueno se tratade

un C8-metil derivado) por lo que sería un compuestoque presentarauna menor

capacidadde liberación de trozosde DNA de los complejos,lo cual setraduciríaen una

menorletalidadcon respectoa otrasquinolonas.

La inducción de resistenciasin vivo no sólo afectóa rufloxacina sino que fue cruzada

con otrasquinolonasy porun mecanismono conocidoafectótambiéna tetraciclinas.

4- Indicaciones resultantes/Utilización en clínica

El programade desarrollode un antimicrobianoesobtenerinformacióncon la quepoder

evaluarla eficaciaclínicay seguridaddel fármaco, estableciendolas patologíasen las que

la utilización del antimicrobianoen estudio representauna ventajarespectoal estándar

habitualmenteutilizado. En todoslos ensayosrealizadoscon rufloxacina(exceptoen el

ensayo de uretritis gonocócicaque se diseñó con control histórico de acuerdocon la

normativaFDAIIDSA), el fármaco control utilizado fue norfioxacina,fármacoestándar
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en el tratamientode ITU, por presentarbuenaactividad frente a uropatógenosy baja

actividadsistémica(comocabíaesperarde rufloxacina).

La dosis de rufloxacina estudiadaen el ensayo Fase 1 (400 mg) demostró unas

característicasfarmacocinéticasy farmacodinámicasidoneaspara cubrir al menostres

días de actividadbactericidaen orina despuésde la administraciónde una dosisúnica,

por lo que fue la dosisutilizada en el estudiode eficacia de rufloxacina en cistitis no

complicadas. Este ensayo se realizó de acuerdo con la normativa IDSA!FDA,

cumpliendoselas condicionesexigidas por éstapara consideraradecuadoun nuevo

régimende dosificaciónde un antimicrobiano:

1- Tamañode la muestra=150 pacientes

2- Al menosel 50% de las pacientesincluidasdebentenerun cultivo inicial con> io~

ufc/ml de un uropatógeno.

3- Más del 75%de las pacientesdebenpresentarerradicaciónmicrobiológicay curación

clínicaen el controlrealizadoa los 5-9 días(primercontrol).

4- Al menosel 50% de las pacientesque acudieronal primer control debenacudira la

visita de seguimientoa largoplazo4-6 semanasdespuésdel tratamiento

5- Más del 65% de las pacientesque acudena la visita de seguimientoa largo plazo

debenpresentarcuraciónclínicay microbiológica.

En el ensayo realizado, el 71% de las pacientesincluidas presentabaun recuento

bacterianoen el cultivo inicial> 1 o5 ufc!ml, porlo quelos resultadosfueron obtenidosen

unamayoríade pacientesque presentabanel criterio másestrictode definición de ITU

(18), aunqueno se observódiferencias de eficacia estratificando a las pacientesde

acuerdocon el recuentoinicial en dos grupos>Hl ufc/ml y < í05 ufc/ml, lo queestáde

acuerdocon lo hallado por otros autoresque demuestranademásque en la mayoríade

casos,los recuentosbajos seconviertenen recuentosaltos si no se aplica tratamiento

antimicrobiano(134).
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Si se analizalos resultadosde eficaciaclínicaobtenidosen esteensayo,se observauna

discordancia entre sintomatología y hallazgos microbiológicos. En el grupo de

norfioxacina,en la primeravisita controlhay un 1% de fracasosmicrobiológicosversus

un 4% de fracasosclínicos;esto no seobservócon rufloxacinaen estavisita (6% versus

6,1%), Estadiscordanciapuededebersea que en algunoscasoslos síntomaspersisten

varios días despuésde la erradicaciónbacteriana(97), hasta un máximo de 3 días

despuésde la erradicación(135), cifrándoseen un 20% los casosde pacientesque

presentanremisióntardíaen cadapautade tratamiento(97). En la visita a largo plazo,

las cifras fueron 8% fracasos clínicos versus 5% fracasos microbiológicos para

rufloxacina y 7% versus4% respectivamenteparanorfioxacina.Por tanto los fracasos

clínicosfrieron superioresa lo quecabríaesperarde los resultadosmicrobiológicos.

En todos las recurrenciasobservadas,el microorganismo aislado fue sensible al

antimicrobianoaplicadopor lo que se puedeconcluir que, a diferenciade lo que ocurrió

en el tratamientode uretritis gonocócica,no se produjo ningún caso de desarrollode

resistenciain vivo. Esto es importanteteniendoen cuentalas últimas cifras de resistencia

aquinolonasde E. cotí en nuestropaísqueson de aproximadamenteel 20% (136, 137),

aunque cabe señalar que la selección de resistencias ocurre principalmente en

tratamientosde IT!] complicadao recurrente(138, 139). En esteestudio,al exeluirselas

pacientescon complicacionesurológicasy aquellascon historia de IT!] recurrentey, al

tratarsede cistitis no complicadascon altos niveles en orina de ambasquinolonas,se

excluían posibilidadesde resistenciaspreviaso de desarrollode resistenciaduranteel

tratamiento.

Por tanto, de los resultados obtenidos en este ensayo cabe concluir que ambas

quinolonaspresentaronbuenaeficacia en el tratamientode cistitis no complicadas.En

relación al perfil de seguridadde ambasquinolonas,cabedestacarque el ensayono fue

doble ciego,por lo que las pacientesconocíanel tratamientoaplicadoen cadacaso. Esto

puede haber influido en la comunicaciónde acontecimientosadversosen uno y otro

grupo, ya que el porcentajecon norfioxacina fue algo inferior (12%) al encontradoen

publicacionesprevias(19%) con el mismo régimende dosificación(102). Asimismo en
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esteensayono hubo ningún acontecimientorelacionadocon el sistemanervioso central

(SNC) en el grupo de norfioxacina, aunquehan sido comunicadosen estudiosprevios

(95, 102, 104) y es un tipo de acontecimientoadversoque se conocecon todas las

fluoroquinolonas (140). Por el contrario con rufloxacina el porcentaje de

acontecimientosadversosfue similar al encontradoporotros autores(20% versus 14-

21%) despuésde distintas pautasde tratamiento(141-143). Esta cifra estáaltamente

influenciada por el porcentajede acontecimientosrelacionadoscon el SNC (12%

pacientes),cifra similar a la encontradaen otro ensayo(13%)(141) pero superiora la de

otro en dondesólo secomunicaroncinco casosentre127 pacientestratadosdurante10

díascon rufloxacina(142).

En consecuencia,el programade desarrollode rufloxacinacentradoen las infecciones

genitourinariasdemostróque rufloxacina en dosisúnicade 400 mg era tan activacomo

la pautaestándarde 3 díascon norfioxacina400 mg/12hen el tratamientode la cistitis

no complicada,pero sin embargofracasódesdeel punto de vistaclínico y microbiológico

en el tratamiento de la uretritis gonocócica,produciendoademásun desarrollo de

resistenciasin vivo. Basadoen su espectroantimicrobiano(buenaactividad frente aE.

cotí y baja actividad frente a anaerobios),la concentraciónalcanzadaen heces,y la

decontaminaciónselectiva(demostradasestasdos últimas en el ensayoFase1), puede

ofrecerventajasen la prevenciónde recurrenciasen ITU. Lógicamenteno serealizaron

ensayosposterioresparael tratamientode otrasETS trasel fracasoen gonococia.

97



CONCLUSIONES



Conclusiones

Los parámetrosfarmacodinámicosque relacionanlos datos farmacocinéticos

obtenidostrasla administraciónde unadosisúnicade rufloxacinay noriloxacinacon los

datosde susceptibilidadin vitro, demuestranqueningunade las dosquinolonases válida

parael tratamientode infeccionessistémicas.

2 Rufloxacinaalcanzaunosnivelesen orinade aproximadamente40 g/ml tras una

dosisúnicade 400 mgquese mantienenduranteal menos72 horastrasla administración

oral de la dosis, lo que lahacenindicadaparasu estudioen monodosisen el tratamiento

de cistitis no complicadas.

3 La eficacia clínica y microbiológica en cistitis no complicada en mujeres

alcanzadacon rufloxacina 400 mg dosis única fue igual a la obtenida por la pauta

estándarde norfioxacinade 400 mg/12horasdurantetres díasde tratamiento.Los datos

farmacocinéticosdeterminadosavalan esta determinaciónde eficacia por encontrarse

igualesniveles de ambasquinolonasen la orina de 12 horasrecogidatras 72 horasde la

administraciónde rufloxacinao tras 12 horasde la última dosisde norfioxacina,así como

la similar actividadbactericidaurinariaa pesarde las diferenciasde susceptibilidadde los

aislamientosiniciales.

4 Se demuestraen el ensayode Fase1 un efectoparadójicoex vivo de norfioxacina

porpresentarmayoractividadla orina recogida8-12 horastrasla administraciónde una

dosisúnicade 400 mg quela orinarecogidaen el intervalo 0-2 horasque presentaunos

nivelesal menos4 vecessuperiores.

5 La actividad bactericida de la orina determinadaen el ensayo Fase 1 con

rufloxacinafue superiora la esperadateóricamenteprobablementedebidoa la presencia

de un metabolito,que aunen bajasconcentracionesen orina, actúasinergicamentecon la

molécula madre.Por el contrario la actividad de norfioxacina en orina calculadafue

superior a la determinadaexperimentalmentefrente a S. aureus. Por tanto el cálculo

teóricode la actividadantibacterianaa lo largodel tiempono pareceadecuadoya queen
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el caso de rufloxacina la actividad estaría infravalorada mientras que en el de

norfioxacinaestaría,porel contrarío,sobrevalorada.

6 Las relacionesestablecidasentre las distintas áreasbajo la curva de actividad

bactericidaen orina teóricasy experimentalespermitió demostrarel sinergismoentre

rufloxacinay su metabolitoconfirmándosela posibilidad de utilizar esteparámetropara

evaluar el efecto de la combinación de dos antimicrobianosy la sospechade un

metabolitoactivo.

7 Los niveles de rufloxacina determinadosen heceshasta7 díasdespuésde una

dosis única, junto con su actividad frente a E. cok y su falta de actividad frente a

anaerobiospodríanpresentarunaventajaparaestaquinolonaal disminuir la probabilidad

de recurrencias tempranas en cistitis y hacerla potencialmente útil para la

decontaminaciónselectivadel tractogastrointestinal.

8 Se demostró fracaso microbiológico y clínico de rufloxacina 400 mg en el

tratamientode uretritis gonocócicaen varonesque se correlacionócon la demostración

de desarrollode resistenciasin vivo duranteel tratamiento.

9 Existenfactoresque no seincluyenen la relaciónde parámetrosfarmacocinéticos

y susceptibilidad in vitro como son la existencia de metabolitos activos, el efecto

paradójicoex vivo y la existenciao no de concentracióndependenciaen las curvas de

muerte bacteriana, que pueden hacer sobrevalorar o infravalorar la actividad

microbiológica ex vivo a lo largo del tiempo (al no coincidir con la determinada

experimentalmente),lo quepodríainducir al establecimientode intervalosdedosificación

no adecuadosdesdeel puntode vistade eficaciao de desarrollode resistencias.
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