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Introduccion

1- DESARROLLO DE FARMACOS PARA INFECCIONES
GENITOURINARIAS

1.1- Desarrollo general

La eficacia y seguridad de un antimicrobiano se determina mediante ensayos clinicos. Sin
embargo antes de administrarse a humanos, deben realizarse estudios in vitro y en
animales para obtener informacién sobre la actividad biologica del compuesto, sus
caracteristicas farmacologicas, su toxicidad y su eficacia potencial (1). A diferencia de
otros farmacos, los antimicrobianos actuan sobre el agente etioldgico directamente,
siendo éste un organismo exégeno al huésped; por ello, la eficacia potencial de un
antimicrobiano frente a distintos agentes causantes de infeccion, puede determinarse en
cierto grado a partir de los resultados obtenidos in vitro en las pruebas clasicas de
susceptibilidad (determinacion de la CMI, CMB) y los datos del mecanismo de accién,

caracteristicas farmacocinéticas y actividad farmacodinamica del compuesto (1).

Con respecto a los ensayos clinicos, la “U.S. Food and Drug Administration” -FDA-,
agencia de regulacion americana, junto con la Sociedad Americana de Enfermedades
Infecciosas -IDSA- (Infectious Diseases Society of America), ha eclaborado una
normativa (2) para establecer todos los estudios que se requieren para la evaluacton de
un nuevo antimicrobiano de forma que:

1- Se establezca claramente la definicion de los distintos grados de infeccion y los
objetivos clinicos y microbiclégicos que se deben considerar para el estudio del
antimicrobiano,

2- Se estratifique a los pacientes de acuerdo a sus caracteristicas demograficas, severidad
de las enfermedades de base, infeccidn y naturaleza del agente infectante,

3- Se compare el nuevo agente antiinfeccioso con los antimicrobianos estandar en cada
caso, v,

4- Se tengan en cuenta los nuevos métodos diagnodsticos y cambios en el manejo de

clertas infecciones.
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El descubrimiento, investigacion y desarrollo de un nuevo farmaco para su
administracion a humanos es un proceso complejo que requiere la integracion de
intereses cientificos, clinicos y comerciales. El programa de desarrollo de un

antimicrobiano exige la realizacion de estudios preclinicos y clinicos.

1.1.1-Estudios preclinicos

Los estudios preclinicos comprenden estudios in vitro e in vivo. Estos estudios se relizan
antes de la primera administracion experimental a humanos, para demostrar que el
antimicrobiano tiene una actividad in vitro favorable frente a los patégenos que producen
infecciones en humanos, tiene un perfil de seguridad adecuado en animales y es eficaz en
los modelos de infeccion experimentales (3). Ademas el conocimiento de las propiedades
farmacolégicas del antimicrobiano permitird establecer de qué manera debe administrarse

en los ensayos de la Fase clinica (3)

1.1.1.1-Estudios in vitro

La actividad antimicrobiana in vitro de un nuevo compuesto debe establecerse mediante
una serie de estudios in vitro estdndar, que comprende entre otros, la determinacién del
espectro antimicrobiano, es decir, la actividad antibacteriana frente a un panel de
bacterias incluyendo especies grampositivas y gramnegativas, aerobios, anaerobios
facultativos y anaerobios estrictos, mediante la determinacidn, entre otros parametros, de
la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracidon Minima Bactericida
(CMB) (3). Estos tests constituyen el primer paso en la evaluaciéon de la actividad
antimicrobiana de un compuesto, los datos microbiologicos obtenidos antes de la
realizacion de los ensayos clinicos deben incluir informacion sobre la actividad
bactericida del compuesto frente a cepas de coleccion y aislados clinicos determinada

mediante métodos estandar (4).
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Los respltados obténidos in vitro pueden no predecir la respuesta antimicrobiana in vivo,
ya que las condiciones en las que se realizan, aunque intentan simular en lo posible las
condiciones in vivo, son muy distintas a éstas; sin embargo, a pesar de las reservas que
existen sobre su relevancia clinica, la CMI se considera generalmente como punto de
referencia para comparar y evaluar otros tests de susceptibilidad y se utiliza como

herramienta para describir la eficacia de los antimicrobianos (5).

1.1.1.2-Estudios in vivo

Son fundamentalmente estudios realizados en modelos animales con los siguientes
objetivos (1):

1- Evaluar de forma preliminar la toxicidad de un compuesto para un determinado
Organo o lesidon

2- Conocer las propiedades farmacoldgicas de un farmaco

3- Proporcionar informaciéon preliminar util en relacidn a seleccién de intervalos de
dosificacion para humanos

4- Determinar la eficacia potencial en general vy en infecciones especificas, v,

5- Evaluar la eficacia potencial de farmacos que no puede ser evaluada adecuadamente

por métodos in vitro.

1.1.2-Ensavos clinicos

L.os ensayos clinicos comprenden cuatro fases: Ensayos clinicos de Fase I, Fase II, Fase
1Tl y Fase IV.

Los ensayos de Fase I constituyen la primera administracion a humanos y proporcionan
informacion sobre las caracteristicas farmacocinéticas y el perfil preliminar de seguridad
del compuesto. Se realizan fundamentalmente en voluntarios sanos y permiten establecer

el margen de dosificacion que puede utilizarse en terapeutica (6). Ademas en el caso de
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los antibidticos, se pueden obtener datos ex vivo de eficacia, enfrentando el suero
obteniido a los distintos tiempos a bacterias diana, determinando asi la actividad

bactericida del suero.

Los ensayos de Fase II se realizan en un numero reducido de pacientes con una
enfermedad especifica. Son los estudios que proporcionan la primera informacion sobre
la eficacia clinica del compuesto e informacién adicional sobre su seguridad (7). Van
seguidos (aunque a veces en el caso de los antimicrobianos se pueden solapar las dos
fases) de los ensayos de Fase III, donde se incluye un elevado namero de pacientes. En
esta fase, el farmaco se administra en forma semejante a como se utihizara tras obtener el
registro. Su objetivo consiste en obtener amplia informacion de eficacia y seguridad y
establecer la dosificacion mas adecuada para el tratamiento de una enfermedad especitica
(7). Los estudios deben ser comparativos con el antimicrobiano estandar para cada
infeccion y aleatorizados, es decir que el tratamiento (grupo problema/grupo control) sea
asignado al azar (8). Estos estudios proporcionan fundamentalmente el perfil de
seguridad del compuesto ya que en ellos se obtiene la informacion mas amplia sobre

acontecimientos adversos e interacciones medicamentosas.

Los ensayos de Fase IV se realizan una vez se ha obtenido la aprobacion del compuesto
para su comercializacién y se realizan para obtener datos en poblaciones especiales,
nuevas indicaciones, redefinir intervalos de dosificacion (1), y especialmente en el campo
de los antimicrobianos, para obtener datos de eficacia con la evolucion de resistencias

bacterianas (9).

1.2-Desarrollo de un firmaco para el tratamiento de infecciones del tracto urinario

(ITU).

El término infeccion urinaria incluye un amplio numero de entidades clinicas con una
caracteristica comun: un cultivo de orina positivo. Sin embargo las distintas entidades

difieren en lo que se refiere a presentacion, significado clinico y tipo de terapia
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antimicrobiana aplicada para eliminar la infeccion (10). Teniendo en cuenta lo anterior, es
l6gico que tambiéﬁ deban diferenciarse los estudios a realizar para la evaluacion de los
antimicrobianos en el tratamiento de las distintas entidades englobadas en este término.
La normativa FDA/IDSA en el capitulo referente a Infecciones del Tracto Urinario

(ITU) (11) distingue las siguientes categorias:

a) ITU aguda no complicada en mujeres,
b) Pielonefritis aguda no complicada,

¢) UTI complicada y UTI en el varén,
d) Bacteriuria asintomatica, y

¢) ITU recurrente.

La diferenciacion entre unas y otras categorias debe realizarse considerando los lugares
anatémicos afectados, las alteraciones anatéomicas y funcionales del tracto urinario, y la
etiologia del agente infectante. La especie causante de la infeccion urinaria puede ser un
indicador para conocer st se trata de una [TU complicada o no complicada (12). La [TU
no complicada estd causada por E. coli (80%), S. saprophyticus (10-15%), K
prneumoniae v P. mirabilis (12), mientras que en la ITU complicada, £. coli es
responsable s6lamente de un reducido nimero de casos y la mayoria de infecciones estan
causadas por los otros microorganismos anteriormente citados asi como por otros gram-
negativos de las especies Enterobacter, Pseudomonas, Providencia y Morganella,
especies gram-positivas como Enterococcus, Streptococcus y Staphylococcus y, hongos
fundamentalmente especies de Candida (12). Por lo que se refiere al lugar anatomico de
la infeccidn, en la bacteriuria asintomatica existe evidencia de infeccion en orina en
ausencia de signos o sintomas asociados; en la cistitis existen sintomas localizados en
vejiga pero no existe evidencia de afectacion renal o sistémica, mientras que en el caso de
la pielonefritis, existen sintomas indicadores de afectacion renal, evidencia de respuesta
inflamatoria sistémica, o una combinacion de ambas (13). El término ITU complicada se
refiere a la presencia de alteraciones organicas o funcionales del tracto urinario que
predisponen al establecimiento y mantenimiento de la infeccidon. Esta clasificacion de las

entidades clinicas de acuerdo al drgano afectado, las alteraciones del tracto urinario y a
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la etiologia va a condicionar el tratamiento que deba ser aplicado en cada caso teniendo
en cuenta las caracteristicas de los antimicrobianos y su actividad sistémica. En cualquier
caso, esta diferenciacion es artificial y pueden existir procesos en que exista afectacion
del tracto urinario alto en infecciones asintomaticas o no complicadas (14) o procesos en
que se produzca urosepsis en ausencia de afectacion renal (15). Ademas, la ITU es un
proceso dinamico, y por ello el conocimiento en un momento determinado de que la
infeccidn se limita a la vejiga no excluye que pueda desarrollarse infeccién renal con el

mismo microorganismo en un estadio méas avanzado de la infeccion (16).

En relacion al tratamiento a aplicar en cada caso, en general la aplicacion y duracion del
mismo debe aumentar proporcionalmente a la severidad del sindrome clinico, desde la
bacteriuria asintomatica a la cistitis, pielonefiitis y por ultimo la urosepsis, es decir, para
la eleccidn de la terapia adecuada y su duracion, es probablemente menos importante el
conocimiento del lugar anatémico de la infeccion que la severidad del cuadro clinico del

paciente con ITU (13).

La normativa FDA/IDSA distingue al menos cuatro regimenes diferentes para el
tratamiento de la ITU, entre los que se debe encuadrar el régimen que se quiera estudiar,
ya que cualquier nuevo antimicrobiano debe aprobarse para un uso terapéutico concreto
con un determinado régimen de dosificacion (11). Los cuatro grupos son:

a) Régimen terapéutico convencional (7-14 dias de tratamiento),

b) Régimen terapéutico corto (dosis inica o dosis multiples en 1-3 dias de tratamiento),
c) Régimen terapéutico prolongado (4-6 semanas de terapia) y

d) Régimen profilactico (dosis bajas administradas a intervalos regulares o en relacion a

la actividad sexual durante varios meses).

En relaciéon a los estudios antes especificados para el desarrollo general de un farmaco
(in vitro, in vivo, clinicos), la normativa FDA/IDSA en el caso concreto de los farmacos

para el tratamiento de la ITU, contempla la realizacion de:
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}- Estudios in vitro: Determinacion de la actividad frente a uropatogenos, diferenciando
dos grandes grupos: a) Microorganismos causantes de ITU no complicada y b)

Microorganismos causantes de ITU complicada.

2- Estudios in vivo. En el caso concreto de las ITU no se requiere la realizacion de

estudios in vivo antes de la realizacion de ensayos clinicos (11).

3- Ensayos clinicos. Se debe realizar las siguientes evaluaciones (11):

a) La capacidad del antimicrobiano de erradicar el microorganismo responsable de la
infeccion del tracto urinario,

b) La capacidad de eliminar los signos y sintomas clinicos de infeccion, particularmente
la piuria,

¢) La capacidad del antimicrobiano de prevenir la reinfeccion del tracto urnario con
bacterias procedentes del reservorio fecal,

d) L.os acontecimientos adversos asociados con el uso del régimen antimicrobiano.

Existe controversia sobre el nimero de unidades formadoras de colonias (ufc) que deben
estar presentes en orina para establecer el diagndstico de infeccion. La orma
normalmente es estéril, por lo que la presencia de bacterias, hongos o virus en ella
implica infeccion (esté acompafiada o no por sintomas clinicos);, sin embargo tras el
vaciado de la vejiga, la orina debe pasar por la uretra distal y en mujeres a través del
perineo, por lo que es ficilmente contaminada por la flora de estas superficies externas
(17). Por tanto, la bacteriuria significativa debe definirse como el nimero de bacterias en
orina que distingue con certeza la verdadera bacteriuria de esta contaminacion (17). Sin
embargo no est claro qué nimero de bacterias (> 10° ¢ > 10° ufo/ml) debe considerarse.
La normativa FDA/IDSA considera distintos criterios de inclusién de acuerdo con la
entidad clinica a estudiar. Asi en la ITU no complicada en mujeres establece el criterio en
> 10° ufe/ml, en picloneftitis aguda no complicada y en ITU en varones en > 10* ufc/mi,
y en ITU complicada, bacteriuria asintomatica e ITU recurrente en > 10° ufe/mli (1 1). Sin
embargo no existe amplio consenso, y autores como Kunin (18) han criticado esta

postura y recomiendan que cuando en ensayos clinicos se incluyan pacientes con
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recuentos bajos, en el analisis de eficacia se estratifique a los pacientes de acuerdo al
nimero de bacterias presentes en orina separandolos en dos categorias: a) pacientes que
presentan recuentos >10° - <10° ufc/ml en el cultivo inicial y b) pacientes que presentan

recuentos > 10° ufc/ml en el mismo.

I.a mayoria de mujeres que presentan un proceso agudo con polaquiuria y/o disuria,
tienen una infeccion del tracto urinario con 10° o mas ufc/ml. Sin embargo, alrededor del
50% tienen menos de 10° ufc/ml, v son los llamados sindromes uretrales. Muchos de
estos casos son, en realidad, una infeccion uvrinaria con titulos bacterianos bajos y
presencia de piuria. Excluyendo aquellos casos en que se encuentran bacterias en orina y
aquellos en que se demuestra una infeccion herpética genital o una vaginitis, el resto de
casos pueden dividirse en dos grupos: aj aquellos que presentan piuria por uretritis

debida a Chlamydia o Neisseria gonorrhoeae y b) aquellos sin piuria y cultivos negativos

(19).

Por tanto, teniendo en cuenta el concepto de sindrome uretral anteriormente descrito,
parece logico que el estudio de un antimicrobiano para cistitis se complete con el estudio
de la eficacia del mismo en uretritis producidas por Chlamydia o Neisseria gonorrhoeae

en el campo de las enfermedades de transmision sexual.

1.3-Desarrollo de un farmaco para el tratamiento de enfermedades de transmisioén

sexual (ETS).

El término ETS engloba un grupo heterogéneo de sindromes clinicos de muy diferente
presentacion, causados por distintos microorganismos (bacterias, virus, hongos o
parasitos) que presentan so6lo en comun transmitirse por contacto sexual. Esta
heterogeneicidad hace obligado el estudio de cada una de las enfermedades por
separado. La normativa FDA/IDSA distingue en este campo los capitulos referentes a:

1- Tratamiento de Infecciones por Herpes Simplex

2- Tratamiento del Chancroide
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3- Tratamiento de Infecciones vaginales
4- Tratamiento de gonorrea no complicada
5- Tratamiento de Infecciones por Chlamydia

6- Tratamiento de la sifilis

No existe un antimicrobiano eficaz para todas las entidades mencionadas, por lo que
debe realizarse un estudio individualizado de cada una de ellas. Sin embargo, aunque se
trate de entidades bien diferenciadas, en algunos casos se presentan asociadas, por lo que
se debe siempre descartar en un paciente que presente una ETS la presencia
concomitante de otra. En este sentido y debido a la frecuencia en que las infecciones por
N. gonorrhoeae y Chlamydia se presentan de forma concomitante, es importante que,
como ocurre con algunas quinolonas, el antimicrobiano utilizado para tratamiento de la
infeccion gonocdcica tenga también actividad frente a Chlamydia (20). Si consideramos
ademas que, como se ha descrito previamente, estos dos microorganismos son
responsables de una parte de los llamados sindromes uretrales, la idoneidad de un
antimicrobiano para el tratamiento de cistitis no complicadas se incrementa si presenta

eficacia frente a N. gonorrhoeae y Chlamydia.

2- PREDICCION DE EFICACIA
2.1- General

Cuando se administra un antimicrobiano para el tratamiento de una infeccion, el
resultado producido en el paciente depende de multiples variables que modulan la
interaccion entre las tres partes implicadas en la infecciéon: bacteria, huésped y
antimicrobiano. El estudio de esta interaccion tridimensional no es posible realizarlo en
los tests de laboratorio, sin embargo, la interpretacion y relacion de los resultados de los
distintos tests realizados in vitro, ex vivo e in vivo, permitira realizar una cierta

prediccitn de la eficacia del antimicrobiano.



Introduccion

Los tests clasicos de susceptibilidad in vitro proporcionan informacién sobre la
interaccion bacterié—antimicrobiano (21), indicando la susceptibilidad de las especies
ensayadas a un determinado compuesto mediante un indice numérico (CMI, CMB..); por
ello estos tests no deben ser los Gnicos parametros a tener en cuenta en la prediccién de
eficacia, ya que son bidimensionales y no tienen en cuenta la tercera parte implicada, el
huésped (21). La farmacocinética de un compuesto proporcionara informacion sobre las
caracteristicas del antimicrobiano una vez admimstrado en el huésped, y representan la
interaccidn farmaco - huésped (21). Por Gltimo, se puede considerar la determinacion de
la actividad bactericida del suero como una medida del resultado de la interaccion
huésped-bacteria (21), aunque el papel del sistema inmunoldgico es el factor principal del
huésped que influencia el resultado de la infeccion (22), pero es dificil de determinar y

simular experimentalmente.

Con respecto a la interaccton bacteria - antimicrobiano, los “breakpoints” o puntos de
corte de susceptibilidad son un intento de relacion de los factores farmacoldgicos y
microbioldgicos que se deben considerar en la prediccion de eficacia. Se calculan en base
a la susceptibilidad de un gran nimero de aislados de amplia distribucion, las propiedades
farmacologicas del farmaco y la eficacia clinica obtenida (23). La “British Society for

Chemotherapy” establece su determinacion a través de la formula (5):

“Breakpoint” CMI = (Cmax {/te) x S
donde
Cmax es el pico de concentracion en sangre de farmaco microbiolégicamente
activo, conseguido después de la fase inicial de distribucion,
! es ¢l factor que representa la union a proteinas: 1 (<70%), 0,5 (70-90%) y
0,2 (>90%),
t es el factor que representa la semivida: 2 (<1h), 1 (1-3h) y 0,5 (>3h)

e es el numero de veces que la Cmax debe exceder la CML
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El resultado de la operacién con estos factores se redondea al valor mas cercano en la
serie de diluciones dobles que incluye 1 pug/ml. El factor S es el deslizamiento necesario

para la 6ptima reproductibilidad.

Estos puntos de corte sirven para categorizar a las cepas como sensibles (cepas que
presentan CMIs por debajo del nivel sérico o tisular alcanzado y que causan infecciones
susceptibles de ser tratadas con el antimicrobiano en estudio), resistentes (cepas que
presentan CMis que determinan que las infecciones producidas no pueden ser tratadas
con el antimicrobiano en cuestion), y moderadamente sensibles (cepas con CMIs
intermedias que producen infecciones que pueden ser tratadas con dosis altas del
antimicrobiano o con las dosis habituales si la infeccion se localiza en lugares donde el
antimicrobiano esté concentrado) (24). De todas ellas, la categoria resistente es la mas
predictora, ya que si la infeccién producida por una cepa resistente es tratada con el
antibiotico frente al que la cepa presenta resistencia, la respuesta clinica sera
presumiblemente de fracaso, mientras que, como hemos descrito antes, la susceptibilidad
de la cepa es solo uno de los muchos factores que influyen en la respuesta a la infeccion,
lo que puede hacer que cepas clasificadas como susceptibles o moderadamente

susceptibles no siempre se correlacionen con eficacia clinica (24).

Con respecto a la interaccion farmaco-huésped y su relacion con la CMI en la prediccion
de eficacia, se debe considerar la cinética de muerte bacteriana producida por los
distintos grupos de antimicrobianos. Clasicamente los antimicrobianos se clasifican en
dos grandes categorias segiin su accion presente dependencia o no de la concentracién:
farmacos concentracion-depediente versus farmacos concentracion-independiente (25).
En los farmacos concentracion-dependiente como las fluoroquinolonas, la accién del
antimicrobiano es mayor con concentraciones alrededor del pico sérico que con
concentraciones situadas en el medio de la curva concentracion plasmatica-tiempo, y esta
accion es a su vez mayor que la de concentraciones cercanas a la CMI. Ademas en estos
farmacos es también importante alcanzar altas concentraciones en el pico ya que evita la
aparicion de resistencias (25). Los antimicrobianos concentracidon dependiente presentan

una tasa de muerte bacteriana que cambia constantemente con la concentracidn (tiempo
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transcurrido) y el niimero total de bacterias muertas puede considerarse la integral de la
tasa de muerte bacteriana concentracion-dependiente con respecto al tiempo (25). Por
ello este tipo de farmacos presentan una accion ligada al area bajo la curva concentracion
plasmatica-tiempo (AUC) (25), siendo el AUC/CMI el parametro farmacodinamico mas
predictor de la eficacia microbiologica, ya que correlaciona la farmacocinética del
compuesto (AUC) con la susceptibilidad in vitro (CMI) (26). Ademas el AUC/CMI al
considerar ambos parametros, permite compensar en parte un parametro desfavorable
(AUC o CMI) con el otro, de manera que dos farmacos con CMI diferentes no presenten
diferencias de eficacia, ya que el firmaco con menor potencia presente un parametro

farmacocinético mas favorable que compense esas diferencias de susceptibilidad (26).

Con respecto a la medicidn de la interaccion huésped tratado - bacteria, la determinacion
de la actividad bactericida del suero se ha utilizado frecuentemente para evaluar la
posible eficacia de un antimicrobiano in vivo (27) y en algunos casos, su correlacion con
la eficacia clinica en pacientes. Diversos estudios asi realizados han demostrado que
titulos bactericidas iguales o superiores a 1:8 son los que se deben considerar adecuados,
ya que se correlacionan con eficacia clinica en los estudios realizados (28, 29). La
determinacién de la actividad bactericida es Util desde el punto de vista clinico, para
predecir la resolucion de septicemias y otras infecciones, y de gran utilidad en
investigaciéﬁ clinica, principalmente en la fase preclinica, para la evaluacion de nuevos
farmacos (30). En esta linea, Drusano y cols. establecieron un método para predecir la
actividad bactericida del suero basado en los niveles séricos alcanzados y la CMB frente
al microorganismo infectante, que se formula mediante la expresion 1/ 2" donde “n” es el

nmero de diluciones que el nivel de antimicrobiano esta por encima de la CMB (31).
La determinacién de los titulos bactericidas y, por ende, su prediccion por pardmetros

farmacologicos y microbiologicos, debe realizarse en la valoraciéon de cambios de pautas

de dosificacion (4) tales como el incremento del intervalo entre dosis.
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2.2- Prediccion de eficacia en Infecciones del Tracto Urinario (ITU)

El objetivo del tratamiento antimicrobiano es la eliminacion de la bacteria del tracto
urinario, ya que los sintomas desaparecen generalmente sin tratamiento incluso aunque
persista la bacteriuria (19). Diversos estudios han evaluado la importancia de la
obtencion de altos niveles antimicrobianos en suero o en orina para la resolucion de la
ITU (32-35), habiendo todos ellos demostrado que la desaparicién de la bacteriuria se
correlaciona directamente con la sensibilidad del microorganismo infectante a la
concentracion del antimicrobiano alcanzada en orina, siendo ésta por tanto el predictor
mas fiable de la resolucién del proceso, incluso en aquellos casos en que exista
afectacion renal (34). En el caso de la cistitis no complicada, las bacterias estan en la
pared de la vejiga o en la orina, y, por tanto, muy expuestas a los antimicrobianos
excretados en la orina y con inoculos bacterianos que decrecen intermitentemente con el
vaciado de la orina (16). Teniendo en cuenta esto y que las concentraciones de los
antimicrobianos en orina frecuentemente superan los niveles séricos, se justifica que el
crecimiento bacteriano pueda ser inhibido por antimicrobianos a los que el
microorganismo se considera no sensible (16), porque a las dosis empleadas para el
tratamiento de la ITU, no alcanzan en suero niveles por encima de la CMI (19). Por ello,
si consideramos las categorias de susceptibilidad establecidas por los “breakpoints” o
puntos de corte anteriormente definidas, debido a los altos niveles de antimicrobiano
alcanzados en orina, la categoria de susceptibilidad “moderadamente sensible” se
considera adecuada para la evaluacion de farmacos destinados al tratamiento de cistitis

no complicadas (5, 23, 36).

La obtencion de una actividad antibacteriana alta y sostenida en la orina es el factor mas
importante para la eficacia (19). Aunque esta actividad antibacteriana viene condicionada
fundamentalmente por los niveles en orina del antimicrobiano administrado, también

puede verse influenciada por otros factores:
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1- Actividad intrinseca de la orina. Uno de los factores mas determinantes de esta
actividad es el pH urinario, ya que estudios in vitro han demostrado que pH mas bajos de

5,0 son generalmente inhibitorios del crecimiento bacteriano (16).

2- Concentraciones subinhibitorias. Las concentraciones subinhibitorias de los
antimicrobianos han demostrado in vitro influir en la capacidad de adherencia de las
bacterias a las superficies epiteliales para establecer la colonizacion (37), sin embargo no
existen estudios in vivo que demuestren la importancia clinica de esto, aunque existen
estudios que demuestran que concentraciones subinhibitorias son responsables de la

eliminacion de la bacteriuria (38) o son capaces de prevenir la reinfeccion (39).

3- Metabolitos activos en orina. En ciertas ocasiones los metabolitos excretados en la
orina como resultado del metabolismo del compuesto administrado, presentan actividad
antibacteriana que contribuye ademas de la del compuesto original a la actividad

antibacteriana de la orina (16).

Paralelamente a lo descrito en relacion a los niveles séricos para la prediccidn de eficacia
general, los titulos bactericidas de la orina resultan una medida adecuada de la magnitud
de la actividad antibacteriana de la orina, siendo el area bajo la curva de titulos
bactericidas (AUBC) un indice sensible del efecto farmacodinamico del farmaco (40). Sin
embargo, a diferencia del suero, pocos estudios han investigado esta cuestion y la
informacion de qué titulos deben considerarse Optimos es escasa. En un estudio se
observo curacién clinica en al menos el 90% de los pacientes que presentaban un titulo
bactericida en orina > 1:4 (41). Posteriormente en un modelo farmacodinamico in vitro
realizado con una quinolona, se demostrd que titulos séricos > 1:10 se correlacionaban

con erradicacion bacteriana en un periodo de exposicion al farmaco de 28 horas (42).
En relacidn a la necesidad de una actividad sostenida en orina antes mencionada, aunque

antibidticos que alcancen altas concentraciones en orina al menos durante 24 horas,

pueden utilizarse en dosis unica (19), diversos estudios han demostrado que pautas de 3
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dias son las optimas ya que mantienen practicamente las ventajas de la dosis Unica

mejorando la eficacia terapéutica (11, 43).

2.3- Predicciéon de eficacia en Enfermedades de Transmisién Sexual (ETS):

gonococia

La eficacia de los antimicrobianos para el tratamiento de estas infecciones parece estar
ligado a la distribucion tisular que presenten. Asi, un farmaco con una amplia distribucion
corporal, particularmente en las mucosas, predice una erradicacion del patogeno no sdlo
en mucosas genitales sino también en los demés sitios donde éste se pueda hallar. Esto es
especialmente importante en pacientes con gonococia que pueden presentar infeccion

concomitante rectal o faringea (44).

La obtencién de indices terapeuticos {(Cmax/CMI) elevados en suero (mayores de 10)
parece ser, en el caso de las fluoroquinolonas, el factor determinante de eficacia que no
solo asegura la erradicacion de las bacterias infectantes sino que ademis evita la
aparicion de cepas mutantes, ya que la experiencia clinica obtenida con quinolonas que
presentaban indices menores de 10 frente a V. gonorriveae ha demostrado una mayor
frecuencia de aparicidon de mutantes resistentes (44). Ademas, aunque no se ha
establecido la importancia de las concentraciones intracelulares del antimicrobiano en la
erradicacion de la infeccion, al tratarse de microorganismos que presentan generalmente
localizacion intracelular, parece logico que los antimicrobianos que alcancen niveles
inhibitorios intracelulares representen una ventaja para el tratamiento de estas infecciones

(45).
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3- INFORMACION PREVIA DE LA QUINOLONA
3.1- Descripcion del producto

Rufloxacina es una nueva fluoroquinolona patentada por Mediolanum farmaceutici,

Milan, Italia.

Quimicamente, rufloxacina es el clorhidrato del acido 9-fluoro-10-[N-(4-metil)-
piperazinil]-7-oxo-2,3-dihidro-7H-pirido-[1,2,3,de] [1,4] benzotiazina -6-carboxilico. Su

estructura es:

CCOH

- HCI
CH,— N N N

/

3.2- Mecanismo de accion

Las quinolonas son agentes antibacterianos que presentan como dianas dos enzimas
bacterianas esenciales, la DNA girasa y la DNA topoisomerasa IV. La primera es
responsable entre otras funciones, del superenrollamiento negativo del DNA bacteriano,
acoplandose como un tetramero al DNA con dos subunidades A y dos subunidades B,
codificadas por los genes gyrd y gyrB respectivamente. La topoisomerasa IV también
esta compuesta por cuatro subunidades, codificadas dos de ellas por el gen parC y dos
por el parF. Esta enzima es responsable de la apertura de la cadena de DNA tras la

replicacion. Segun los esquemas mas aceptados las quinolonas formarian un complejo
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irreversible quinolona-enzima-DNA, poniendo en marcha una serie de procesos, incluso
hoy todavia no dompletamente conocidos, que desembocarian en la lisis celular.
Considerando que ambas enzimas son necesarias para el crecimiento y division celular,
resulta logico que las quinolonas sean agentes bactericidas. En algunas especies como E.
coli y N. gonorrhoeae la diana principal es la girasa mientras que en otras especies como

S. aureusy S. pneumoniae la diana principal es la topoisomerasa IV.

3.3- Estudios microbiolégicos

En la Tabla 1 se reflejan comparativamente las CMI de rufloxacina y de otras quinolonas
frente a un amplio nimero de microorganismos gram-positivos y negativos, tomadas de

las citas 46-48.

Los resultados de estos estudios in vitro demuestran que rufloxacina no es activa frente a
patogenos nosocomiales, por lo que se debe desarrollar como farmaco para su utilizacion
en infeciones extra-hospitalarias. Asimismo, a pesar de la actividad frente a /. influenzae
(CMIg = 0,5 pg/ml), su pobre actividad frente a S. preumoniae (CMlg = 64 pg/ml) lo

hace inadecuada para el tratamiento de las infecciones del tracto respiratorio.

La actividad de rufloxacina frente a uropatdgenos y a N. gonorrhoeae como principal
representante de enfermedades de transmision sexual susceptibles de ser tratadas con
antibioticos, aunque menor que la actividad de las otras quinolonas, parece hacerla
adecuada para su investigacion en el tratamiento de las mismas teniendo en cuenta las

caracteristicas farmacocinéticas del compuesto.

3.4- Estudios de Fase |

Los estudios de Fase I realizados en voluntarios sanos con dosis tnica o dosis repetidas,

a pesar de la variabilidad inter-estudio, demuestran una buena absorcion oral de
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rufloxacina, que alcanza niveles maximos de aproximadamente 4 pg/ml en sangre
alrededor de 2-4 horas después de la administracion de la dosis, con una semivida larga
oscilando de 28-36 horas (49-51), buena distribucién tisular y niveles mantenidos en

sangre.

La determinacion de los niveles séricos en un estudio en voluntarios sanos tras dosis
Unica, demostré un pico sérico 4 horas después de la administracion oral y picos
secundarios 6-12 horas después de la misma, lo que sugiri6 la existencia de circulacién
enterohepatica (49). Esta circulacién enterohepatica del compuesto junto con la baja
proporcion de farmaco libre en tejidos y la alta unidn a proteinas séricas, serian los

responsables de la larga semivida demostrada por rufloxacina (50).

3.5- Ensayos clinicos

Los ensayos previos realizados en infecciones urinarias se limitaron a un reducido
numero de pacientes en los que se administraron distintas pautas (52) o se incluyeron
pacientes con cistitis no complicada junto con pacientes con cistitis complicada (53), no
estando estudiada la dosis Gnica de rufloxacina en patologia genitourinaria a pesar de que

los datos farmacologicos y microbioldgicos previos avalan esta pauta.
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Objetivos

1- INTRODUCCION

El propdsito del programa de desarrollo de un antimicrobiano es obtener informacion
microbioldgica, farmacoldgica y farmacodindmica, in vitro, in vivo y ex vivo en la fase
preclinica, como base para la dosificacion y disefio de los ensayos clinicos vy,
posteriormente en la fase clinica, obtener informacién con la que poder evaluar la eficacia
clinica y seguridad del firmaco, estableciendo las patologias en las que la utilizacién del
antimicrobiano en estudio representa una ventaja respecto al estandar habitualmente

utilizado.
Los estudios in vitro e in vivo realizados previamente con rufloxacina demuestran que

alcanza altos niveles en orina sin conseguirse niveles efectivos en suero, por lo que su

desarrollo terapeatico debe centrarse en el campo de las infecciones genitourinarias.

2- DESARROLILO DE LA QUINOLONA

El programa de desarrolio de rufloxacina se basa en [a normativa elaborada por la
IDSA/FDA para la evaluacion de nuevos agentes antiinfecciosos. Los estudios realizados
completaran la informacidn previa existente, investigaran la prediccion de eficacia y

sentaran las bases farmacobioldgicas de su utilizacion terapéutica.

Para la realizaciéon de los ensayos clinicos se seguird las Normas de Buena Practica
Clinica (norma internacional de calidad cientifica y ética dirigida al disefio, realizacidn,
registro y redaccion de informes de ensayos que implican la participacion de sujetos
humanos), de forma que se asegure la proteccion de los derechos, la seguridad de los

pacientes vy la credibilidad de los datos obtenidos.
En base a los estudios microbiologicos previos, el desarrollo inicial se centrara en las

infecciones urinarias no complicadas asi como en el tratamiento de la infeccion uretral

producida por N. gonorroeae y Chlamydia como enfermedades de transmision sexual.
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3- OBJETIVOS GENERALES

El objetivo de la tesis es describir el disefio y los resultados de los estudios realizados
para el programa de desarrollo de una quinolona -rufloxacina- en infecciones urinarias no
complicadas y para el tratamiento de la infeccion gonococica y por Chlamydia,
interrelacionando la actividad bactericida in vitro y ex vivo con la actividad determinada

in vivo, para estudiar la prediccion de eficacia pre-ensayo y la consecucion de la misma.
Este objetivo se concreta en tres puntos:

1.- Realizar los estudios in vitro y los ensayos clinicos que de acuerdo con la normativa
FDA/IDSA se requieren para la evaluaciéon de un farmaco para el tratamiento de

infecciones urinarias no complicadas, infeccion gonocdcica y por Chlamydia.

2.- Establecer la pauta de dosificacion que debera utilizarse en los ensayos clinicos a

realizar en las distintas patologias, en base a los resultados in vitro y ex vivo obtenidos.

3.- Evaluar la prediccion de eficacia a partir de los datos farmacodinamicos teoricos y

experimentales en la respuesta terapeutica alcanzada en los ensayos clinicos realizados.
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Material y Métodos

1- Diseiio y_coordinacion de los estudios.

La Tabla 2 muestra un resumen de los estudios, ensayos clinicos, autores y referencias
bibliograficas que ha dado lugar el programa de desarrollo. Realizamos el disefio de los
protocolos, cuadernos de recogida de datos, monitorizacion de los estudios, explotacidn de los
datos y la elaboracion de los informes finales y publicaciones en el Departamento de

Investigacion Clinica de SmithKline Beecham Pharmaceuticals.

El primer estudio del programa se inicié en 1992 y el tltimo ensayo clinico finalizé en enero de

1996.

2- Estudios in vitro

2.1- Actividad in vitre de rufloxacina frente a E. coli (54, 55).

El estudio fue disefiado para determinar la actividad in vitro de rufloxacina comparada con la
de 4acido nalidixico, ofloxacina, norfloxacina, amoxicilina, amoxicilina-clavulanico vy
gentamicina frente a 350 cepas de FEscherichia coli procedentes de orinas de pacientes
extrahospitalarios con mnfeccion del tracto urinario, recogidas entre 1988 y 1992, Se determind
la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por el método de difusidon en agar Mueller-Hinton
(Difco, Detroit, Mi. USA) siguiendo métodos estandar (70). El indculo empleado fue 10°
ufc/ml y las concentraciones utilizadas fueron las comprendidas en el rango de 0,003 a 128
pg/ml. Se definid la CMI como la menor concentracién de antimicrobiano que inhibia el

crecimiento bacteriano tras 18-24 horas de incubacion,
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2.2- Cinética de muerte bacteriana de rufloxacina frente a E. coli (54).

Se realizaron curvas de muerte bacteriana utilizando un aislado clinico de £. coli (CMIngoxacing
= 0,5 nug/ml) y las siguientes concentraciones de rufloxacina: 0,25, 0,5, 1,25, 2,50 y 5 ug/ml.
El indculo, obtenido por dilucion de un cultivo de 18-24 horas de incubacion en caldo Mueller-
Hinton a 37°C, fue de 107 ufc/ml. La cinética de muerte bacteriana se determind durante 7
horas a 37°C en bafio de agitacion, realizandose recuentos bacterianos en placas con agar

Mueller-Hinton a cada hora hasta completar el periodo de 7 horas.

2.3- Efecto post-antibidtico de rufloxacina frente a E. coli (54, 55).

Para el estudio del efecto post-antibidtico de rufloxacina, se expuso un cultivo puro en fase
logaritmica de crecimiento, en medio Mueller-Hinton, del aislado clinico de £. cofi utilizado en
el estudio de la cinética de muerte bacteriana, con un indculo de aproximadamente 107 ufc/ml,
a concentraciones de rufloxacina iguales a 0,5, 1, 2,5, 5 y 10 veces la CMIL Después de una
hora de exposicién, el antimicrobiano se elimind por dilucion 1/1000 en medio Mueller-Hinton.
Se realizaron contajes bacterianos con un intervalo de 1 hora durante 8 horas. El efecto
postantibiotico se midid como la diferencia entre los cultivos tratados y controles del tiempo
necesario para que la poblacion bacteriana se incrementara en 1 log;o después de la eliminacion
del antimicrobiano del medio. Se considerd significativo un efecto postantibidtico > 30

minutos.

2.4- Susceptibilidad de las cepas aisladas en la orina de las pacientes incluidas en el

ensayo Fase II1 en 1TU (68)

La toma de muestra para cultivo se realizd siguiendo la rutina habitual en envases estériles a la
llegada de las pacientes a las visitas resefiadas en el punto 3.2, Las CMI de rufloxacina y
norfloxacina frente a los uropatogenos aislados se determinaron mediante series de diluciones

progresivas (de 0,03 a 16 pg/ml) en medio s6hdo (Mueller-Hinton). Las cepas se congelaron a
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-20°C hasta el dia del ensayo. Este dia se prepararon subcultivos en medio liquido TSB
(Trypticase-Soy Broth, bioMérieux, France) y se incubaron a 37°C durante una noche. Los

cultivos se diluyeron con suero fisiologico estéril hasta el N°1 de la escala de McFarland y con

un replicador de Steers, se inocularon 2 pl al medio soélido (indculo final estimado 105
UFC/ml). Las placas se incubaron en estufa a 37°C durante 18-20 horas. Se consideré como
CMI aquella concentracion de antimicrobiano que presentaba macroscopicamente inhibicion

del crecimiento con respecto al control.

2.5- Determinaciones microbiolégicas del ensayo Fase III en uretritis gonococicas:
Aislamiento e identificacion de N. gonorrhoeae y C. trachomatis en los exudados

uretrales. Serologia de sifilis.

La toma de las muestras en las visitas resefiadas en el punto 3.3 se realizé siguiendo la rutina
habitual por medio de torundas de Dacron (71). Tras obtenerse la muestra, la siembra se
realizd en el medio de cultivo de Thayer-Martin modificado, New York City, o Martin Lewis
(72) directamente al lado del paciente. El medio una vez sembrado, se incubo directamente en
estufa a 37°C o se transportd en atmosfera de CO; hasta el laboratoric. En caso de no
sembrarse directamente la muestra se utilizé un medio de trasporte no nutritivo, como son los

medios tamponados de Stuart y Amies; sembrandose la muestra antes de transcurridas 5 horas.

El medio una vez sembrado se incubd al 5% de CO, a 37°C en ambiente hamedo (70 %)
durante 72 horas. Sélo si transcurrido este pertodo de tiempo no habia crecido N. gonorrhoeae
se descarto esta infeccidn. Otros tests que no fueran el cultivo (v.gr. Tinciéon de Gram o la
identificacion inmunoquimica de los antigenos del gonococo o sondas de ADN), podian
utilizarse para el diagndstico de presuncion, antes de incluir al paciente, pero no como métodos

diagnosticos requeridos por el protocolo para la inclusion del paciente.
La deteccion de Chlamydia trachomatis en la muestra uretral, podia realizarse utilizando los

siguientes métodos de laboratorio: inmunofluorescencia, ELISA o PCR. La serologia de sifilis

se realizd por medio de TPHA (Treponema pallidum haemagglutination inhibition), FT Aabs
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(Fluorescent treponemal antibody absorption test), RPR (Rapid Plasma Reagin} y/o VDRL

(Venereal disease research laboratory) segun la rutina de cada centro.

Las cepas de N. gonorrhoeae aisladas se congelaron en tubos de TSB + glicero!l (que habian
sido almacenados en nevera a 4°C) y se mantuvieron en el congelador (a -20°C durante un
maximo de 30 dias) hasta la fecha de su envio al Laboratorio de Referencia de Neiserias del
Centro Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias de Majadahonda
(Instituto de Salud Carlos III) para la determinacion de susceptibilidad y serotipo. En el caso
de que las cepas se enviaran sin congelar se procedia de la siguiente manera: una vez que el
gonococo habia sido aislado en el medio de cultivo (Thayer Martin o en cualquiera de sus
modificaciones-New York City, Martin Lewis...-), se replicaba a placa agar chocolate y se
incubaba a 24°C durante 24 horas maximo, enviandose directamente la placa al Centro

Nacional de Microbiologia por mensajero urgente (< 24 horas).

2.6- Determinacion de susceptibilidad y serotipacion de los aislamientos de N.

gonorroeae en el Centro Nacional de Microbiologia (69)

Los aislamientos clinicos procedentes tanto de las muestras pre-tratamiento como post-
tratamiento, en el caso de fracaso micrebiologico, enviadas por los distintos centros, se
resembraron en medio GC suplementado y se incubaron 18-24 horas a 37°C con 5% de CO,.
La confirmacion de que se trataba de cepas de N. gonorrhoeae se realizd mediante inoculacion
en medio cystine-tryptic digest agar (CTA) con azucares. Se determind la produccién de B-
lactamasa utilizando bastoncillos de identificacion (Oxoid, Basingstoke, UK) y la CMI de
penicilina, espectinomicina, tetraciclina, cefoxitina, ceftriaxona, ciprofloxacina, norfloxacina y
rufloxacina mediante el método de dilucién en agar (70), utilizando como cepas patron N

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

La caracterizacion de las cepas se realizd por su auxotipo mediante crecimiento en medios

quimicamente definidos (73) y por su serovariedad mediante aglutinacidon con un panel de
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anticuerpos monoclonales dirigidos frente a epitopos de la proteina I de la membrana del

gonococo (74).

2.7- Deteccion de mutaciones en los aislamientos de N. gonorrhoeae (69)

Considerando que los mecanismos de resistencia a quinolonas mas frecuentemente descritos
son las mutaciones radicadas en el gen gyrA (DNA girasa) (75) y las mutaciones localizadas en
el gen parC (Topoisomerasa IV) (76), en aquellos casos en que se demostrara fracaso
microbiolégico del tratamiento aplicado y un cambio de susceptibilidad del aislado, se realizo
un estudio de los aislados consecutivos de cada paciente para determinar si se habia producido
resistencia in vivo. Para ello se realizd una amplificacién mediante cebadores especificos,
utilizando la técnica de PCR, de las regiones concretas de los genes anteriormente citados en
las que se han descrito mutaciones implicadas en la adquisicion de resistencia a quinolonas.
Dichos productos de PCR fueron recuperados de geles de agarosa, para evitar la posible
interferencia de productos de ampliacion inespecificos, y sometidos a secuenciacion
automatica. Para efectuar la citada secuenciacion y a efecto de evitar la posibilidad de

artefactos, se procedid a llevarla a cabo en ambas direcciones.

3- Ensavos clinicos

3.1- Ensayo clinico de Fase I (56-66).

El ensayo fue disefiado cruzado, randomizado y controlado con norfloxacina, con la
administracion de dosis Unicas de 400 mg de rufloxacina y norfloxacina por via oral a doce
voluntarios sanos. Previamente a su inclusion en el ensayo los voluntarios, tras recibir
informacién detallada sobre los objetivos y procedimientos del ensayo, otorgaron su
consentimiento informado por escrito. El ensayo fue aprobado por el Comité Etico del

Hospital Universitario Germans Trias i Pujol y por el Ministerio de Sanidad.
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El plan experimental se dividio en dos periodos de 72 horas (con extension hasta las 168 horas
para la recogida de muestras de heces) que comprendian la toma unica de los dos farmacos en
estudio, separados por un periodo de lavado entre ambos de 14 dias debido a la larga semivida
de rufloxacina previamente descrita (51), de acuerdo con la lista de randomizacién que
establecia el orden de administracion de los dos farmacos para cada uno de los doce
voluntarios. Estos ingresaron durante 24 horas en [a Unidad de Ensayos Clinicos en cada una
de 1as dos fases del ensayo. Se realizd una exploracion fisica, analitica de sangre (hematimetria
y bioquimica sanguinea) y orina y un electrocardiograma antes de la primera administraciéon 'y 7

dias después de cada una para establecer la seguridad de los compuestos.

En cada periodo, se administré el farmaco correspondiente con 150 ml de agua y se tomaron
muestras de sangre, orina y heces para realizar un estudio del perfil farmacocinético y las
determinaciones microbiologicas ex vivo especificadas mas adelante. Las muestras de sangre se
tomaron antes de la administracidn (basal) y 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 y 72 horas después de ésta;
Jas muestras de orina se recogieron antes de la administracion y a los intervalos; | 0-2, 2-4, 4-8,
8-12, 12-16, 16-24, 24-36, 36-48, 48-60 y 60-72 horas, nmientras que las muestras de heces

fueron recogidas antes de la administracion y 48 y 72 horas después de ésta.

3.2- Ensayo clinico de Fase III en infecciones urinarias (67, 68).

El ensayo fue disefiado randomizado, paralelo y controlado con norfloxacina comparando dos
regimenes: 400 mg de rufloxacina en dosis inica versus 400 mg/12 h de norfloxacina durante 3
dias. El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de la Fundacion
Puigvert de Barcelona y por el Ministerio de Sanidad. Los pacientes candidatos de inclusion en
el estudio eran mujeres de edades comprendidas entre 18 y 55 afios de edad, diagnosticadas de
cistitis no complicada: cultivo de orina con > 10° ufc/ml de un uropatégeno (enterobacterias,
enterococo o Staphylococcus saprophyticus) y signos o sintomas de cistitis no complicada
(disuria y/o polaquiuria y/o nicturia y/o fiebre < 38°C y/o dolor supraplbico). Las pacientes
que presentaran test de embarazo positivo, valores de creatinina > 2 mg/l, GOT > 35 U/l, GPT

> 55 U/l, fiebre > 37,5°C, sintomas durante mas de 5 dias o historia de 3 o mas episodios de

26



Material y Métodos

infeccion urinaria en los 12 ultimos meses, fueron excluidas del ensayo. Antes de la
administracion del tratamiento, se tomd una muestra de orina para cultivo y determinacion de
susceptibilidad in vitro de la bacteria aislada, asi como para realizar una analitica de orina basal.
En caso de ausencia de aislamiento (¢con independencia de los criterios clinicos de exclusion) la

paciente era excluida de la evaluacion clinica y microbiolégica.

Debido a la larga semivida de rufloxacina previamente descrita (51), y a fin de evitar que en
alghn caso la presencia de niveles terapeiticos de la quinolona en la orina enmascarara la
presencia de bacterias en la misma, se realizaron dos visitas de seguimiento a todas las
pacientes como evaluacion temprana de eficacia y seguridad: una visita 3-7 dias después de la
administracion de la dosis y otra 8-12 dias después de la misma. Los resultados de la
evaluacion clinica temprana o a corto plazo son, por tanto, la suma de los resultados obtenidos
en cada una de estas dos visitas. En la visita de seleccion, se instruy6 a las pacientes para la
recogida de una muestra de orina de 12 horas para medicion de niveles antibidticos y actividad
antibacteriana de la orina frente al aislado inicial de cada paciente, hasta obtener 50 muestras
de orina de 12 horas. Con este fin, se proporcioné a cada paciente un envase de 2 litros para
recogida estéril de orina y una tarjeta diario donde se especificaba en cada caso la hora de
inicio y fin de la toma de muestra. El intervalo especificado correspondia en cada caso al
intervalo 72-84 horas del inicio de la toma de medicacion, esto es, se iniciaba la recogida de
muestra 72 horas después de la Unica toma de Rufloxacina y 12 horas después de la Gltima
dosis de Norfloxacina, en ambos casos por tanto, aproximadamente 3 semividas después de la
uitima dosis. La paciente debia lievar la muestra de orina en la primera vista de seguimiento,

manteniéndola en nevera hasta dicho momento v en los periodos entre coleccidn de orina.

En aquellas pacientes que presentaron curacién microbiolégica en la evaluacién temprana, se
realizé de acuerdo con la Normativa de la FDA (11), una visita de seguimiento a largo plazo
que se programé 4-6 semanas después del inicio del tratamiento. En todas las visitas de
seguimiento se realizd una evaluacion clinica (evaluacion de signos y sintomas) y de seguridad
{acontecimientos adversos comunicados por [as pacientes espontaneamente o en la anamnesis
asi como analitica de orina de seguimiento a los 3-7 dias) y se tomd una muestra de orina para

cultivo. Los criterios de evaluacion fueron los siguientes:
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Evaluacion clinica: Satisfactoria (desaparicion de todos los sintomas y signos de infeccion),
Insatisfactoria (presencia de alguno de los mismos) y Recaida (tras la desaparicion de todos los
sintomas y signos de infeccion, reaparicidon de los mismos en cualquiera de los controles

realizados en la fase de seguimiento) (11).

Evaluacion microbiologica: Erradicacion (desaparicion en los cultivos control de los
microorganismos aislados en el cultivo pre-tratamiento), Fracaso (persistencia en el primer
cultivo control de los microorganismos aislados en el cultivo pre-tratamiento), Reinfeccion
(aparicién en los cultivos control de microorganismos distintos de los aislados en el cultivo
pre-tratamiento) y Recaida (reaparicion de los mismos microorganismos del cultivo inicial en

un cultivo control con la negatividad de uno previo) (11).

3.3- Ensayo clinico de Fase III en uretritis gonococica (69)

De acuerdo con las Normas IDSA/FDA, en los ensayos clinicos para la evaluacidén de la
eficacia de un farmaco en uretritis gonocdcica en varones, en los que el firmaco en estudio
debe demostrar un porcentaje de eficacia > 95%, se permite la utilizacion de control historico
como comparativo y se debe incluir 150 pacientes en el estudio (20). Por tanto, este ensayo fue
disefiado con control historico (77, 78), realizandose la eleccion de los estudios de acuerdo con
los siguientes criterios: a) ensayos realizados en nuestro pais, b) ensayos realizados con un
farmaco del mismo grupo del que se evaluaba (quinolonas) y ¢) ensayos en los que se utilizaba
una dosis Unica y se obtenia un porcentaje de eficacia > 95%. El estudio, que debia incluir 150
pacientes, fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario

San Carlos de Madrid y por el Ministerio de Sanidad.

Los pacientes incluidos recibian una dosis unica de 400 mg de rufloxacina con un periodo de
seguimiento de 14 dias debido a la larga semivida del compuesto (51). Se realizaron dos visitas
de seguimiento, la primera a los 4-7 dias de acuerdo con la Normativa FDA/IDSA (20) y la

segunda (que se programoé en este estudio debido a las caracteristicas farmacocinéticas del
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farmaco) a los 11-14 dias. Los pacientes eran incluidos si presentaban evidencia clinica de
uretritis gonococica (periodo de incubacién de 2-6 dias, supuracion amarillenta espesa y
disuria) y no preseniaban infeccién complicada o tratamiento previo. Previo a la toma del
farmaco se tomaban muestras de uretra para cultivo (dos hisopos: uno para la tincion de Gram
y otro para cultivo de N. gonorrhoeae y para deteccion de C frachomatis) y muestras de ano y
faringe si la historia del paciente indicaba exposicion (20). Ademads se tomaba una muestra de

sangre para serologia de sifilis.

La variable principal de valoracion de eficacia fue la erradicacion de N. gonorrhoeae en la
muestra uretral, siendo solo valorados para eficacia aquellos pacientes que presentaran
aislamiento (crecimiento en cultivo de N. gonorrhoeae) en la muestra uretral inicial. También
se evaluaron la ausencia de evidencia de infeccion por N. gonorrhoeae en las muestras
faringeas y rectales (en caso de coexistir tal infeccion), la ausencia de evidencia de infeccion
por clamidia (en caso de coexistir), y la posibilidad de que existiera una uretritis

postgonococica en la tercera visita.

4- Estudios ex vivo

4.1- Determinacion de niveles de antimicrobiano

4.1.1.-Niveles séricos (Ensayo clinico Fase I) (56, 57, 61)

Los niveles de rufloxacina y norfloxacina se determinaron por bioensayo utilizando como cepa
patron E. coli ISF 432 para rufloxacina (CMI = 0,5 pg/ml) y E. coli ATCC 25922 (CMI =
0,125 pg/ml) para norfloxacina. Se utilizaron placas con Agar Antibiotico N° 1 (Difco) que se
inocularon con las cepas, siendo el inéculo final de 5 x10° ufc/ml. En cada placa se practicaron
pocillos de 10 mm de didmetro en los que se depositd 60 ul de cada muestra o de cada una de
las concentraciones de la curva patron (estandar) segln el caso, incubandose posteriormente
las placas a 37°C durante 18 horas. La curva patron se realizd en una mezcla de suero libre de

antibidtico de los propios voluntarios antes de la administracion del farmaco, con
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concentraciones antibidticas finales de 0,25 ug/ml a 10 pg/ml. El estudio de las muestras y del

estandar se realizd por duplicado.

Se utilizo el programa Microstat (Ecosoft, Inc., Indianapolis, Ind.) para determinar la linea de
regresion (curva patron) y extrapolar las concentraciones antibioticas séricas a partir de los
halos de inhibicion obtenidos. La reproductibilidad entre dias fue del 3, 6 v 6% para las
concentraciones de 0,62, 2,5 y 5 pg/ml respectivamente para rufloxacina y 2, 4, y 8% para las
concentraciones de 0,5, 1,7 y 2,3 pg/ml respectivamente para norfloxacina. Los limites de

deteccion fueron 0,5 pg/ml para rufloxacina y 0,12 pg/ml para norfloxacina.

4.1.2.-Niveles en orina

4.1.2.1- Ensayo clinico Fase T (56, 61, 63)

La determinacion de niveles en orina se realiz6 segln lo descrito en la determinacion sérica de
niveles, utilizando las siguientes concentraciones: 400, 200, 100, 50 y 25 pg/ml para
norfloxacina y 100, 50, 25, 10 y 5 ug/ml para rufloxacina como curva patrén en una mezcla de
orina de los propios voluntarios antes de recibir el tratamiento. La reproductibilidad entre dias
fue del 4, 5 y 10% para las concentraciones de 1,5, 6,25 y 50 ug/ml respectivamente para
rufloxacina y 8, 8, y 12% para las concentraciones de 25, 100 y 400 pg/ml respectivamente
para norfloxacina. Los limites de deteccién fueron 1,25 pg/ml para rufloxacina y 0,5 pg/ml

para norfloxacina.

4.1.2.2- Ensayo clinico Fase III en ITU (67, 68)

En la primera visita de seguimiento, se recogieron los envases de aquellas pacientes que traian

la muestra de orina de 12 horas recogida en el intervalo 72-84 horas, que correspondia al

intervalo iniciado 72 horas después de la dosis tnica de rufloxacina o 12 horas después de la

Gltima toma de norfloxacina. Se midié el volumen de orina y una alicuota de 5 m! de la misma
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se guardo a -20°C hasta el dia de la determinacion. Los niveles respectivos de rufloxacina y
norfloxacina se determinaron por bioensayo. Se usé como cepa patrén E. coli ATCC 25922
(CMIgir= 0,25 pg/ml; CMInog = < 0,06 pg/ml). Los tests se realizaron por duplicado en dia
diferente y se sembr6 en masa en medio solido (Agar Antibiotico N° 3, Difco) usando como
escala de referencia una serie de 0,25 a 16 ug/ml de rufloxacina o norfloxacina segun el caso.
Se utilizaron placas con base de cristal y marco metalico (14 x 25 cms), pocillos de 8 mm de
diametro y 100 pl de muestra. Los halos de inhibicién se midieron con un calibrador de
precision digital (+ 0,01 mm) y se trasladaron a un papel semilogaritmico para su extrapolacion
respecto a los patrones. Solo se admitieron como validas rectas de regresion con un coeficiente
de correlacién > 0,9. Las muestras que mostraron diametros por encima del patrén maximo
fueron diluidas adecuadamente. Los limites de deteccion fueron 2,5 ng/ml para rufloxacina, y

0,6 ng/ml para norfloxacina.

4.1.3.-Niveles en heces (Ensayo clinico Fase I} (65, 66)

L.a toma de muestra de las heces se realizé6 mediante evacuacion espontanea sobre una tatla
desechable esteril. Los envases estériles vacios donde se debia posteriormente recoger la
muestra se pesaron previamente anotandose su peso individual. Inmediatamente después de la
emisidn de las heces, se ubicaron en el interior de dos recipientes una porcion de éstas,
procurando seleccionar aquellas partes que no hubieran estado en contacto con la talla. Una
vez en los envases, se pesaron para conocer su peso exacto y se enviaron al laboratorio para su

analisis.

La determinacion de los niveles de rufloxacina y norfloxacina en fas heces de los voluntarios se
realizd mediante técnicas descritas previamente (79) utilizando los sobrenadantes obtenidos.
Para ello se utilizaron placas Petri que contenian 22 ml de agar TSB y 0,5 ml de una
suspension de Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 (CMIyor= 0,03 ug/mi, CMIgz= 0,12
pg/ml) incubada en 10 ml de caldo de trypticase-soja durante 18 horas. Se utilizoé un estandar
de rufloxacina y norfloxacina con las siguientes concentraciones: 0, 0,5, 1, 2,4, 8, 16,32, 64y

128 ug/ml. En cada placa se practicaron diversos pocillos de 4 mm de diametro en los que se
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deposito 0,02 mi de ]a muestra o del estindar. Los sobrenadantes se ensayaron directamente o
diluidos 1/2, 1/4 y 1/8. Tanto el estudio de la muestra como del estandar se realizo por
triplicado. Después de la incubacion a 37°C se midieron los halos de inhibicion alrededor de los
pocillos y se realizaron los calculos necesarios para determinar la concentracion de ambos
antibioticos en las heces. Los limites de deteccion fueron 0,5 pg/ml para norfloxacina y 1
pg/ml para rufloxacina. La reproductibilidad fue 2,9%, 6,5% y 4% para rufloxacina y 2,2%,

7,1% y 4,7% para norfloxacina con concentraciones de 1, 16 y 128 ug/ml.

4.2.-Actividad bactericida sérica y en orina

4.2.1.-Actividad bactericida sérica (Ensayo clinico Fase I) (57, 61)

La determinacion del Titulo Bactericida Sérico se realizd frente a £. coli ATCC 25922 y §.
aureus ATCC 29213 utilizando la técnica de microdilucion. Las muestras de suero de cada
voluntario se diluyeron en suero no inactivado obtenido de cada voluntario antes de la
administraciéon del farmaco y conteniendo un 20% de caldo Isosensitest (Oxoid). Ei volumen
final en cada pocillo fue de 100 ul y el indculo final de 10° ufe/ml. Las placas una vez
inoculadas se incubaron a 37°C durante 18 horas, realizandose subcultivos en agar Mueller-
Hinton libre de antibiotico (Difco) que se incubaron a 37°C durante 18 h. Se definio Titulo
Bactericida como la mayor dilucién del suero que producia una reducciéon del 99,9% del

indculo inicial.

4.2.2.-Actividad antibacteriana en orina
4.2.2.1- Ensayo clinico Fase I (59, 61-63)
La determinacién del Titulo Bactericida en orina se realizd segun el método descrito para la

actividad bactericida sérica, frente a las mismas cepas, utilizando [a orina de cada voluntario

recogida antes de la administracion del farmaco y con un 20% de caldo Isosensitest para diluir
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la muestra. Se definié Titulo Bactericida como la mayor dilucion de la orina que producia una

reduccion del 99,9% del indculo inicial.
4.2.2.2- Ensayo clinico Fase I1I en ITU

En la primera visita de seguimiento, se recogieron los envases de aquellas pacientes que traian
la muestra de orina de 12 horas recogida en el intervalo 72-84 horas, que correspondia al
intervalo iniciado 72 horas después de la dosis tnica de rufloxacina o 12 horas después de la
{iltima toma de norfloxacina.. Se midi6 el volumen de orina y una alicuota de 5ml de la misma
se guardd a -20°C hasta el dia del ensayo. Se determino el poder bacteriostatico y bactericida
de la orina seglin la técnica de microdilucion descrita por Zeiler et al. (80) utilizando un medio

compuesto por 20% de caldo Isosensitest y 80%de orina pre-tratamiento de la propia paciente

en cada caso, con un indculo final de 105 ufe/ml de la cepa original de la propia paciente. Las
placas de microdilucion inoculadas se incubaron a 37°C durante 20 horas con subcultivos
posteriores en agar chocolate libre de antibiotico a 37°C durante 20 horas. Se definié como
Poder Bacteriostatico la dilucton méaxima que a las 20 horas de su inoculacion presentaba
macroscopicamente inhibicion del crecimiento respecto al control. Se definié Poder Bactericida
como la dilucidon maxima que en un pase posterior en agar-chocolate mostrara a las 20 horas

ausencia de crecimiento 0 99,9% de disminucidn respecto al control.

4.3.-Curvas de letalidad en orina (Ensayo clinico Fase I) (61, 64)

Se realizaron curvas de muerte bacteriana frente a £ coli ATCC 25922 con la orina de 6
voluntarios seleccionados al azar, escogiendose las muestras de orina recogidas a los tiempos
0-2, 8-12 y 60-72 horas tras la administracién de cada uno de los dos farmacos del estudio. Se
utilizd una modificacion del método empleado por Krogstad et al. (81) con un volumen de
muestra de 2 ml al que se le afiadid un mismo volumen de caldo Isosensitest. Las mezclas se
homogeneizaron en tubos estériles de poliestireno de 25 ml, a los que se afiadieron 400 pl de
un cultivo de E. coli en fase logaritmica de crecimiento, resultando un inéculo final de 10

ufc/ml. Todos los tubos se incubaron a 37°C en bafio con agitacion durante el tiempo que durd
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el ensayo. Se tomaron alicuotas para realizar contajes bacterianos a los tiempos 0, 1,2,3 y4 h.
del inicio de la incubacién, realizandose las diluciones decimales adecuadas en solucién salina
estéril para el computo de bacterias viables. Se afiadieron las alicuotas de 20 pl de cada
dilucién a placas conteniendo agar Isosensitest, que se incubaron a 37°C durante 18-24 horas.
Se realizo el recuento de unidades formadoras de colonias por placa como medida de las
bacterias viables por mililitro a cada tiempo. Para determinar el porcentaje de reduccion del

indculo inicial, se utilizd la expresion: [100 - (100 inoculog/indculog)].

4.4.-Efecto sobre la flora fecal (Ensayo clinico Fase TI) (65, 66)

Este estudio se realizd en las muestras de heces obtenidas segun se describe en el punto 4.1.3.
Para realizar el estudio cuantitativo de la flora fecal de cada voluntario, se homogeneizo g de
heces con 9 ml de extracto de levadura al 0,05% y se efectuaron diluciones sucesivas en el
mismo medio hasta la dilucidon 10'°. De cada dilucién se sembré 0,1 ml en diferentes medios de
cultivo para aislar las bacterias aerobias, anacrobias facultativas, anaerobias estrictas y
levaduras mas frecuentes en las heces. Los medios de cultivo fueron: Agar MacConkey, agar
sangre mas acido nalidixico, medio de Chapman-manitol, medio Sabouraud mas cloranfenicol,
medio de Rogosa, agar sangre anaerobio CDC y agar Schaedler K-V con 5% de sangre de
carnero. Para la deteccion de bacterias esporuladas (Clostridium spp.) se retird antes de
efectuar la siembra, una alicuota de 1 ml, se mezcld con la misma cantidad de etanol al 95% y
se mantuvo durante 60 minutos a temperatura ambiente. Después de su inoculacion, las placas
se incubaron a 35-37 °C en atmosfera aerobia y anaerobia entre 1 y 7 dias en funcion de los
organismos buscados. Una vez efectuado el recuento de colonias, la identificacion de los
microorganismos aislados se realizd segun métodos convencionales. El limite inferior de
deteccion del método fue de 107 ufc/g de heces. Se calculd la reduccién de los recuentos
bacterianos con respecto a basal (muestra pre-tratamiento) mediante la expresion: 100- (100
UFC/UFCy), donde UFC; es el recuento de colonias a un tiempo determinado y UFC, es el
recuento de colonias basal. Se establecid un punto de corte para evaluar y comparar la
reduccion obtenida en cada grupo, eligiendose una reduccion > 70% del indculo inicial por ser

la menor reduccion de E. coli en los sujetos que presentaban mayores contajes en la muestra
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basal, lo que ocurrié en el sujeto n° 1 con rufloxacina (> 10* ufc/g en la muestra basal y

71,11% reducciodn a las 168 h).

5- Prediccion de eficacia (59, 60, 62)

Con los parametros farmacocinéticos y microbiologicos obtenidos en el estudio Fase I se
realizo una prediccion de la actividad antibacteriana de la orina, para comprobar
posteriormente si ésta se correlacionaba con la obtenida experimentalmente en el mismo
ensayo y, de esta forma, poder sentar las bases de la dosificacion (dosis, intervalo de

dosificacién y duracién del tratamiento) del ensayo posterior en ITU no complicada.

Los titulos bactericidas teéricos en orina se calcularon en base a la expresion 1/2" donde n es el
ntimero de diluciones que el nivel de antimicrobiano estd por encima de la CMB (31). Se
calculd el area bajo la curva de titulos bactericidas versus tiempo (AUBC) con los datos
determinados experimentalmente y con aquellos obtenidos tras aplicar la expresion
anteriormente mencionada (tedricos). Al considerar los titulos bactericidas experimentales y
tedricos obtenidos, y debido a que la orina corresponde siempre a un intervalo de tiempo (en
este caso los intervalos de tiempo indicados en ¢l punto 3.1) y no a un punto como en el caso
del suero, se calculd el AUBC considerando como puntos en el eje de abcisas (tiempo) los

valores de los tiempos medios de cada intervalo de recogida de orina (59, 62).

6- Anilisis farmacocinético

Las concentraciones plasmaticas de rufloxacina y norfloxacina determinadas en el estudio de
Fase I se ajustaron a un modelo cinético abierto monocompartimental utilizando el programa
MK model (82). El analisis farmacocinético de los resultados del estudio se realizé mediante el
programa PKCALC (83), y se realizd asumiendo una completa bicdisponibilidad de ambos
farmacos, ya que no existen datos sobre su administracion parenteral al tratarse de dos

quinolonas para administracion exclusiva via oral.
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Para la determinacion de las AUBCs se utilizé la regla trapezoidal y el programa PKCALC
(83).

7- Anilisis estadistico

7.1- Estudio de Fase 1

La comparacion de los titulos bactericidas de rufloxacina versus norfloxacina en suero y orina
se realizo por analisis de la varianza de doble via (tratamiento y fase del ensayo) para medidas
repetidas. Para determinar en las curvas de muerte bacteriana con la orina el porcentaje de
reduccion del indculo inicial, se utilizd la expresion: [100 - (100 inoculow/inoculog)]. La
comparacion de porcentajes de reduccidn se realizé por andlisis de la varianza de doble via

para series repetidas y por el test de la f de Student.

La reduccion de ufc/g de heces en las muestras tomadas post-tratamiento respecto a la muestra
basal se calculd mediante la expresion: 100 - (100 UFC/UFC,) donde UFC, = ufc/g de heces a

los distintos tiempos post-tratamiento y UFC, = ufc/g de heces de la muestra basal.

Las comparaciones intergrupo de niveles de antimicrobiano en las muestras de heces y de las
reducciones medias de los recuentos bacterianos a los distintos tiempos, se realizd por analisis
de la varianza de doble via para series repetidas y por el test de la f de Student. Las
comparaciones intragrupo del numero de sujetos que presentaban una reduccion de contajes

bacterianos> 70% a cada tiempo respecto a los valores basales, se realizaron por el test exacto

de Fisher,
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7.2- Estudio de Fase Il en ITU

Tamaiio de la muestra: Se calculé en base al porcentaje de exito (96%) obtenido con el
farmaco control en un estudio previo (84), y un valor delta del 10% para demostrar que no
existian diferencias entre los tratamientos (hipotesis nula). El valor de los errores tipo Iy 11 fue
0,05 y 0,2 respectivamente. EI nimero total de pacientes a incluir resulté 122 (61pacientes por
tratamiento). El tamafio muestral se mcrementd a 150 pacientes evaluables siguiendo la

Normativa IDSA/FDA para la evaluacion clinica de antimicrobianos (11).

Andlisis estadistico; 1.as comparaciones entre grupos se realizaron con el test de chi cuadrado

y el test exacto de Fisher para parametros cualitativos, y el test de Mann-Whitney y la
correlacion de Spearman para parametros cuantitativos. Se consideré estadisticamente

significativo valores de P< 0,05 con dos colas.

7.3- Prediccion de eficacia (Titulos en orina experimentales versus titulos tedricos)
El analisis estadistico se realizé con el test de Wilcoxon para comparar datos pareados. Se

consideré un nivel de significacion de 0,001 para comparaciones multiples aplicando la

correccion de Bonferroni a fin de asegurar un nivel de significacion global de P<0,05.
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1- Resultados microbiolégicos

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

La tabla 3 muestra los valores de CMls, y CMlIg, de los antimicrobianos ensayados frente
a los 350 aislados de E. cofi. Las fluoroquinolonas y gentamicina demostraron ser los
compuestos mas activos. La actividad antibacteriana de rufloxacina fue inferior a la de
norfloxacina, ofloxacina y gentamicina pero superior a la de ac. nalidixico y penicilinas,

siendo E. coli inhibido en el 90% de los cascs con una concentracidén de rufloxacina de

4 pg/ml.

1.2- Cinética de muerte bacteriana de rufloxacina frente a E.coli (54).

La Figura 1 muestra la curva de letalidad bacteriana obtenida con las distintas
concentraciones de rufloxacina. A concentraciones suprainhibitorias, rufloxacina
demostrd ser rapidamente bactericida frente a L. coli. Tras 2h de exposicion a una
concentracion 10 veces la CMI, se produjo una reduccion del 99,9% en términos de
unidades formadoras de colonias (ufc), mientras que esta misma reduccién se obtuvo tras

3h cuando la concentracidn de rufloxacina fue igual a la CML

1.3- Efecto post-antibiotico de rufloxacina frente a E. coli (54, 55)
La Figura 2 muestra el efecto post-antibiotico de rufloxacina frente a E. coli, oscilando

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

dependiente de la concentracidn de rufloxacina ensayada.
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1.4- Susceptibilidad de las cepas aisladas en la orina de las pacientes incluidas en ¢l

ensayo Fase 1II en ITU (68).

La tabla 4 muestra los microorganismos aislados y la CMIso y CMIg de rufloxacina y
norfloxacina frente a ellos. Como se ha descrito en la introduccion para las cistitis no
complicadas, E.coli fue el microorganismo mas frecuentemente aislado, representando
un 80% del total de aislados. Comparando la susceptibilidad in vitro de los aislados,

norfloxacina demostro ser aproximadamente 8 veces mas activa que rufloxacina.

1.5- Susceptibilidad de los aislamientos de N. gonorrhoeae y serotipacién de los

mismos (69).

El Laboratorio de Referencia de Neisserias del Centro Nacional de Microbiologia de
Majadahonda recibié 8 cepas de N. gonorrhoeae procedentes de dos de los centros
participantes y aisladas en un total de seis pacientes. Las cepas fueron caracterizadas y su
susceptibilidad antimicrobiana determinada, siendo los resultados obtenidos los

expresados en la Tabla 5.

Como se puede observar, seis aislados correspondian a la muestra inicial pre-tratamiento
y dos a la muestra de seguimiento, habiendose demostrado en estos dos Gltimos casos el
fracaso microbioldgico del tratamiento. Ademas, como demostré la determinacion de
susceptibilidad de los aislados, se produjo un desarrollo de resistencia in vitro puesto que
los aislados iniciales y finales presentaron CMIs iguales para penicilina, espectinomicina,
cefoxitina y ceftriaxona (0,5, 8, 2 y 0,001 pg/mi respectivamente) pero sin embargo las
CMIs de tetraciclina y de las fluoroquinolonas ensayadas aumentaron en la misma
proporcion, en los dos casos, en los aislados de las muestras de seguimiento, pasando de
[ a 4 pg/ml para tetraciclina, de 0,003 a > 0,12 pg/ml para ciprofloxacina, de 0,03 a 2

pg/ml para norfloxacina y de 0,25 a 8 pg/ml para rufloxacina.
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1.6- Mutaciones en los aislamientos de N. gonorrhioeae (69)

Los mecanismos moleculares de resistencia a quinolonas se estudiaron en dos pacientes
(pacientes n° 1 y 5 de la Tabla 5} que presentaron fracaso clinico y microbiologico,
estudiando 2 aislamientos sucesivos de estos dos pacientes. El resultado del estudio
realizado fue que ninguno de los cuatro aislados presentaba mutacion alguna en el gen
parC. Tampoco se observd mutaciones en ¢l gen gyrA de los dos aislados en las
muestras pre-tratamiento; sin embargo, los aislados de las muestras de seguimiento
presentaban una mutacion en este gen: en un paciente el Asp9S del gen gyr4 mutaba a

Asn, mientras que en el otro paciente, la Ser9] mutaba a Phe.

2- Resultados farmacologicos

2.1- Niveles séricos (Ensayo clinico Fase I) (56, 57, 61)

La Tabla 6 muestra los niveles de rufloxacina y norfloxacina en suero. Los niveles de
ambas quinolonas estaban por debajo del limite de deteccidn en Jas muestras de suero
obtenidas antes de la administracion de la dosis. Los niveles séricos de rufloxacina fueron
significativamente (P<0,001) mayores que los de norfloxacina en todos los tiempos de
determinacion, siendo ademas detectables en el 83% de los voluntarios hasta 72h
después de la administracion de la dosis, contrariamente a lo que ocurrid con
norfloxacina cuyos niveles solo fueron detectables en el 30% de los voluntarios a las 12h

de la administracién de la dosis.
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2.2- Niveles en orina

2.2.1- Ensayo clinico Fase I (56, 61, 63)

La Tabla 7 muestra los niveles de rufloxacina y norfloxacina en orina. Los niveles de
ambas quinolonas estaban por debajo del limite de deteccion en las muestras de orina
obtenidas antes de la administracién de la dosis. Los niveles de norfloxacina fueron
mayores en las primeras muestras post-dosis, siendo la diferencia entre niveles
estadisticamente significativa (P<0,05) en los intervalos 0-2, 2-4 y 4-8 h. En el intervalo
8-12 h los niveles mantenidos de rufloxacina son ya superiores a los de norfloxacina,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (P<0,05) desde las 12 h hasta las

72h.

2.2.2- Ensayo clinico Fase IIl en ITU (67, 68)

Treinta y cinco pacientes que presentaron cultivo positivo en la muestra de orina pre-
tratamiento aportaron la orina recogida en el intervalo 72-84h, o que representa un
22,4% del total de pacientes incluidas, correspondiendo 16 pacientes al grupo tratado
con rufloxacina y 19 al tratado con norfloxacina. Los niveles urinarios determinados
fueron (mediana): 26,5 pg/ml (rango 0,3-160) para norfloxacina y 24,75 pg/ml (rango

12,5-52) para rufloxacina.

De las 35 pacientes, 26 pacientes presentaron E. coli como microorganismo responsable
de la infeccion. Considerando soélo este subgrupo de muestras, los miveles urinarios
fueron (mediana): 24,75 png/ml para las dos quinolonas, con un rango de 12,5 a 52 pg/ml

para rufloxacina y de 3,15 a 160 pg/ml para norfloxacina.
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2.3- Niveles en heces (Ensayo clinico Fase I) (65, 66)

La Tabla 8 muestra los niveles de norfloxacina y rufloxacina determinados en heces. En
dos voluntarios incluidos en el grupo de norfloxacina no se pudo obtener una muestra
basal de heces, por que se excluyeron para el analisis de esta muestra, quedando los
resultados en el grupo de norfloxacina reducidos a los datos obtenidos en 10 voluntarios
de los 12 incluidos. La concentracion de norfloxacina en la muestras tomadas a las 48 h
fue superior a la de rufloxacina, siendo la diferencia estadisticamente significativa
(P<0,01). En las muestras tomadas a las 72h, ambos antimicrobianos presentaron
concentraciones similares; sin embargo, 168h después de la administracion de la dosis, 9
voluntarios presentaron niveles de rufloxacina, mientras que en solo 1 voluntario se
detectaron niveles de norfloxacina, siendo esta diferencia estadisticamente significativa

(P<0,05).

2.4 Analisis farmacocinético de los datos obtenidos en el ensayo clinico Fase 1. (56-

62)

La Tabla 9 muestra los parametros farmacocinéticos de rufloxacina y norfloxacina en
suero y orina. La absorcidon de norfloxacina fue mas rapida de la de rufloxacina, con
Tmax (tiempo que se tarda en alcanzar la concentracion maxima en suero) de 2h vs.
3,5h. Rufloxacina mostré una Cmax (concentracion maxima del fAirmaco en suero) mas
de 4 veces superior a la de norfloxacina y un AUC (4rea bajo la curva concentracion
plasmatica-tiempo) aproximadamente 40 veces superior al de esta Gltima. Asimismo los
resultados obtenidos confirman los datos previamente disponibles que describian una

larga semivida de rufloxacina, quedando determinada en este estudio en 28h.
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3- Resultados farmacodinamicos

3.1- Curvas de letalidad en orina (Ensayo clinico Fase I) (61, 64).

La tasa de muerte bacteriana obtenida con la orina de 6 voluntarios incluidos en el
ensayo frente a E. coli ATCC 25922 se muestra en la Tabla 10. Se obtuvo una tasa de
muerte superior al 87% con la orina recogida en los intervalos 0-2 y 8-12 h para
norfloxacina y rufloxacina a los distintos tiempos de incubacién (1 a 4h), siendo la
reduccion del inoculo inicial del 99,9% aproximadamente tras 4 h de incubacion en todos
los grupos. En el grupo de norfloxacina se observa que la reduccion del inoculo inicial
obtenida con las muestras del intervalo 8-12h es estadisticamente (P<0,05) superior a la
obtenida con las muestras del intervalo 0-2h que presentaba niveles mas altos de la
quinolona. La reduccién de aproximadamente el 99,9% se mantuvo con rufloxacina en la
orina recogida en el intervalo 60-72h, pero no con norfloxacina, ya que los niveles de

ésta estaban por debajo del limite de deteccidn en la orina de los 6 voluntarios.

3.2~ Actividad bactericida sérica (Ensayo clinico Fase I} (57, 61)

La CMI y CMB modal frente a £. coli ATCC 25922 fue 1 y 2 pg/ml para rufloxacina y
0,125 y 0,25 pg/ml para norfloxacina mientras que para S. aureus ATCC 29213, los
valores fueron 4 y 4 pg/ml respectivamente para rufloxacina y 0,5 v 1 pg/ml
respectivamente para norfloxacina. La Tabla 11 muestra los titulos bactericidas séricos
de rufloxacina y norfloxacina a los distintos tiempos frente a estas dos cepas y las areas
bajo curva de actividad bactericida sérica (AUBC). En las muestras tomadas antes de la
administracion del antimicrobiano, los titulos bactericidas eran inferiores a 2. Rufloxacina
presentd unos titulos bactericidas superiores a norfloxacina a lo largo de todo el tiempo
de medicion, siendo las diferencias estadisticamente significativas (P<0,01) frente a F.
colialas 8, 12, 24 y 48h, y frente a S. aureus a las 4, 6, 8, 12 y 24h (P<0,05). El AUBC
frente a E. coli fue 5,8 veces superior para rufloxacina y 5,6 veces superior frente a S.

qureus para esta misma quinolona.
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3.3- Actividad bactericida en orina
3.3.1- Ensayo clinico Fase I (59, 61-63)

La Tabla 12 muestra los titulos bactericidas en orina de rufloxacina y norfloxacina a los
distintos tiempos frente a E. coli ATCC 25922 y §. aureus ATCC 29213. En las
muestras tomadas antes de la administracion del antimicrobiano, los titulos bactericidas
eran inferiores a 2. Analogamente a lo descrito con los niveles, los titulos bactericidas de
norfloxacina son superiores en los intervalos tempranos, siendo [a diferencia
estadisticamente significativa, para luego ir progresivamente decayendo, invirtiendose los
resultados y mostrando rufloxacina titulos bactericidas significativamente superiores en
las muestras tomadas a partir de aproximadamente las 12h. Concretamente frente a F.
coli las diferencias significativas para norfloxacina se encuentran en los intervalos 0-2, 2-
4, y 4-8h (P<0,05), mientras que son significativamente superiores los titulos de
rufloxacina a partir de las 16 horas. Frente a S. aureus, no se encuentran diferencias
significativas a tiempos cortos, siéndolo (P<0,05) a partir de las 16 horas por mantener

rufloxacina los titulos bactericidas iniciales e ir disminuyendo los titulos de norfloxacina.

3.3.2- Ensayo clinico Fase III en ITU

Los resultados obtenidos se han analizado (analogamente a lo realizado con los niveles)
en el grupo de 35 pacientes (19 con norfloxacina y 16 con rufloxacina) que aportaron la
orina de 12h para analisis y en e} subgrupo de las 26 pacientes (12 con norfloxacina y 14
con rufloxacina) que presentaron como microorganismo infectante £. coli. La Tabla 13
muestra fos titulos bactericidas de ambos tratamientos, los titulos bacteriostéticos- y los
cocientes inhibitorios determinados en el subgrupo de 26 pacientes. No se encontro
diferencias significativas entre los resultados determinados considerando un grupo y

otro. Comparando el grupo de norfloxacina con el de rufloxacina, norfloxacina mostréd
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unos titulos aproximadamente una dilucidn superior a los de rufloxacina, sin embargo,
los cocientes inhibitorios de norfoxacina fueron aproximadamente 8 veces superiores a
los de rufloxacina, demostrandose una correlacion estadisticamente significativa
(P<0,05) entre los cocientes inhibitorios y los titulos bacteriostaticos determinados.
Teniendo en cuenta los valores de niveles determinados en orina, se deduce que las
diferencias en cocientes inhibitorios se debe a las diferencias de CMI frente a los aislados

iniciales.

3.4- Estudio del efecto sobre la flora fecal

Como ya se menciond en el punto referente a los niveles de antimicrobiano determinados
en heces, dos voluntarios del grupo de norfloxacina fueron excluidos por falta de
muestra inicial, por lo que los resultados de este grupo estan tomados de 10 voluntarios
en vez de 12. Las Tablas 14 y 15 muestran las unidades formadoras de colonias por
gramo de heces (ufc/g) de E. coli y B. fragilis, respectivamente, determinadas en cada
voluntario antes de la toma del antimicrobiano (muestra basal) y el porcentaje de
descenso a los distintos tiempos respecto a la muestra basal. La Tabla 16 muestra el
porcentaie de voluntarios que presentaron descenso bacteriano > 70% y el descenso

medio obtenido en dichos sujetos a los distintos tiempos.

Con respecto a £. coli, todos los voluntarios tras tomar norfloxacina presentaron
descenso de ufc/g 48h después de la administracion de la dosis, siendo el descenso >
70% en todos los casos, mientras que se produjo descenso en [1 de los 12 voluntarios
tras tomar rufloxacina, siendo el descenso > 70% en 10 de ellos. Sin embargo 168h
después de la administracion, el porcentaje de descenso > 70% con rufloxacina se
mantuvo en 10 voluntarios, mientras que solo 4 voluntarios presentaron descenso > 70%
a este tiempo después de la toma de norfloxacina, hallandose con esta ultima quinofona
un diferencia significativa (P<0,05) entre el porcentaje de sujetos con descenso a las 48 h

y 72 h respecto al porcentaje de sujetos con descenso a las 168h.

45



Resultados

Con respecto a B fragilis, 9 de 10 voluntarios (90%) mostraron a las 48h una reduccion
después de la administracion de norfloxacina, aunque en solo dos casos (20%), la
reduccion fue >70%. Tras la administracidn de rufloxacina, 10 voluntarios (83,3%)
mostraron reduccion de ufc/g, que fue >70% en 6 casos (50%). A las 168h, se produjo
una reduccién >70% en dos voluntarios con rufloxacina y en uno con notfloxacina. En
ningun caso las diferencias de porcentajes de descenso determinados a los distintos

tiempos de toma de muestra fueron significativas.

Durante todo el periodo estudiado, el recuento de anaercbios (Bacteroides spp,
Clostridium spp, Lactobacillus spp), estreptococos y enterococos se mantuvo dentro de
los valores de normalidad, sin variaciones significativas en ambos grupos. Por otra parte,

tampoco se objetivo sobrecrecimiento valorable de levaduras ni otros microorganismos,

4- Resultados de la prediccion de eficacia (titulos bactericidas teéricos versus
experimentales) (59, 60, 62)

La Tablas 17 y 18 muestran los titulos bactericidas tedricos y experimentales en orina de
rufloxacina y norfloxacina a los distintos tiempos frente a E. coli y §. aureus
respectivamente y las respectivas areas bajo la curva de titulos bactericidas (AUBC). Los
titulos bactericidas experimentales son aquellos que se expresaron en la Tabla 12 cuando
se describi¢ la actividad bactericida en orina determinada en el ensayo clinico Fase I,
pero se han incluido también en las Tablas 17 y 18 para facilitar la comparacion con los
titulos tedricos determinados. En las Tablas 17 y 18 se ha incluido también la razdn titulo

experimental/tedrico a los distintos tiempos asi como la misma razon para las AUBCs.

Los titulos experimentales de rufloxacina fueron significativamente (P<0,001) mas altos
que los tedricos determinados desde las 2h hasta las 48h frente a E. coli. Sin embargo no
lo fueron con norfloxacina a ningin tiempo ni frente a ninguna de las dos cepas
ensayadas, ni con rufloxacina frente a S. aureus (excepto en el intervalo 2-4h donde si

hubo diferencias significativas por ser mayores los titulos experimentales). Las AUBCs
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experimentales frente a las dos cepas fueron significativamente superiores a las tedricas
con rufloxacina pero no con norfloxacina. Considerando la razon titulo
experimental/tedrico, la actividad ex vivo experimental de rufloxacina siempre super6 a
la tedrica frente a las dos cepas ensayadas, mientras que con norfloxacina, la razon fue <
1, lo que indica que la actividad experimental nunca fue superior a la teoricamente
determinada. Este aumento de la actividad experimental frente a la tedrica con
rufloxacina fue estadisticamente (P<0,001) mayor que el determinado con norfloxacina

frente a E. coli pero no frente a S. aureus.

5- Resultados clinicos

5.1- Ensayo clinico Fase I (56-62)

Se incluyeron 12 varones sanos con las siguientes caracteristicas antropomeétricas medias
(media + desviacion estandar): edad 24,1 + 2,7 aflos, peso 70,9 + 7,4 kg y talla 174,9 +
6,7 cm. Rufloxacina y norfloxacina fueron bien tolerados por los voluntarios sin que se
produjeran cambios significativos en los parametros clinicos y analiticos estudiados. Tres
voluntarios presentaron un acontecimiento adverso que fue en los tres casos considerado
leve, dos tras la administracion de norfloxacina (elevacion de SGPT y abdominalgia) y el
otro tras la administraciéon de rufloxacina (sensacion de distension abdominal). En el
primer caso la relacidon causal con el firmaco se consideré “no relacionado” y en los

otros dos casos “probablemente no relacionado”.

5.2- Ensayo clinico Fase III en ITU (67, 68)

Se incluy6 en el estudio un total de 203 mujeres con las siguientes caracteristicas medias
+ deswviacion estandar de edad y peso: 31,5 &+ 10,6 afios y 57 + 7 Kg. La distribucion
aleatoria de las pacientes por tratamiento fue de 100 pacientes en el grupo de

norfloxacina y 103 en el grupo de rufloxacina. No se encontraron diferencias
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significativas entre las caracteristicas demograficas de ambos grupos. De estas 203
pacientes, 47 pacientes fueron excluidas del analisis de eficacia, 32 pacientes debido a
violacion de protocolo (falta de cumplimiento con la medicacion o las visitas
programadas, presencia de mas de un microorganismo en la muestra de orina inicial,
infeccion concomitante o presencia de otra patologia) y 15 pacientes debido a presentar
cultivo negativo de la muestra pre-tratamiento. Por tanto, 203 pacientes se consideraron
evaluables para seguridad y 156 para eficacia: 74 pacientes del grupo de norfloxacina y

82 del grupo de rufloxacina.

Evaluacion microbioldgica

En la evaluacion temprana o a corto plazo, un 94% (77 de 82) de las pacientes que
habian tomado rufloxacina presentaron erradicaciéon microbiologica del microorganismo
infectante frente a un 99% (73 de 74) de las pacientes incluidas en el grupo de
norfloxacina, no encontrandose diferencias significativas entre ambos grupos de
tratamiento. El unico fracaso microbiolégico en el grupo de norfloxacina se debid a un S.
saprophyticus con una CMI de 2 pg/ml a norfloxacina y, que en realidad se trataba de
una recaida ya que se aislo el microorganismo en el cultivo realizado en la visita de 8-12
dias tras haber sido negativo el cultivo de esta paciente realizado en la vista a los 3-7
dias. En el grupo de rufloxacina, 5 pacientes fueron evaluadas como fracaso
microbiologico, en 4 casos el microorganismo infectante fue £. coli (CMI de 0,5 pg/m!
en dos aislados, y de 2 pug/mi y > 16 pg/mtl en los dos restantes) y en un caso se debi6 a
K. pneumoniae (CMI de 2 pg/ml). El aislamiento de E. coli con CMI > 16 pg/mi fue el
Unico que se realizO en la visita realizada a los 3-7 dias tras la administracién de

rufloxacina.

Un 79% (119 de 150) de las pacientes con erradicacion microbiologica fueron evaluadas
en la evaluacion a largo plazo realizada 4-6 semanas después de la admimstracion del
farmaco. Rufloxacina y norfloxacina presentaron una tasa de recaidas similar: 5% con
rufloxacina (3 pacientes de 64) y 4% con norfloxacina (2 pacientes de 54). Las recaidas

fueron siempre debidas a cepas de E. coli susceptibles a los dos antimicrobianos en
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Resultados

estudio: en el caso de rufloxacina la CMI fue 0,25 pg/ml en un caso y 0,5 ng/ml en dos,

y en ¢l caso de norfloxacina, la CMI fue < 0,06 pg/ml para las dos cepas aisladas.

Fvaluacion clinica

En la evaluacion temprana o a corto plazo, se evaluaron como fracaso clinico 5 de las 82
pacientes pacientes con rufloxacina y 3 de las 74 pacientes con norfloxacina, lo que
representa un 6,1% y un 4% respectivamente. El fracaso microbiolégico anteriormente
descrito con norfloxacina fue uno de estos fracasos clinicos. En el grupo de rufloxacina,
3 fracasos clinicos fueron también fracasos microbioldgicos, mientras que los otros dos
fracasos clinicos presentaron erradicacién bacteriana. Dos de los fracasos

microbioldgicos anteriormente comentados se produjeron en pacientes asintomaticas.

En la evaluacion a largo plazo, se consider¢ fracaso clinico 5 de 64 pacientes (8%) con
rufloxacina y 4 de 54 pacientes (7%) con norfloxacina. En este gltimo grupo, dos
pacientes presentaron recaidas tanto desde el punto de vista microbiclogico como
clinico, mientras que los otros dos casos correspondieron solo a fracasos clinicos (uno
de ellos va evaluado como fracaso clinico en la primera visita). En el grupo de
rufloxacina, dos casos fueron recaidas clinicas y microbiologicas y tres casos recaidas
clinicas, mientras que una de las pacientes que presentd recaida microbioldgica no

presentaba sintomas y por tanto se evalud como curacién clinica.

St analizamos globalmente los resultados obtenidos y considerando el criterio que debe
prevalecer en la evaluacion de esta patologia de acuerdo con la Normativa IDSA/FDA
(11), que establece que en ausencia de bacterias en la orina, la evaluacion final de las
pacientes con ITU no complicada debe ser curacién, incluso en aquellos casos en que
persistan los sintomas (es decir, la evaluacion microbioldgica es considerada mas
relevante que la clinica), podemos afirmar que en este estudio, con los dos tratamientos
aplicados, al menos un 94% de las pacientes evaluables presentaron curacién en la visita
a corto plazo y en la visita a largo plazo, al menos el mismo porcentaje de pacientes con

curacion en la primera visita que acudieron a la segunda visita de seguimiento.
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Resultados

Si se considera el nimero de bacterias aisladas en cultivo, un 71% de las pacientes (112
de 156) presentaron > 10° ufc/ml. No se encontraron diferencias significativas de
eficacia en la evaluacidon microbiologica entre el grupo de pacientes que presentaron
recuentos mayores de 10’ ufc/ml y menores de 10° ufc/ml en el cultivo inicial y aquellas

que presentaron recuentos mayores de 10° ufe/ml.

Evaluacion de seguridad

No se encontraron diferencias significativas en la incidencia de acontecimientos adversos
entre los dos grupos de tratamiento. Veintiuna de las 103 pacientes tratadas con
rufloxacina presentaron 39 acontecimientos adversos, lo que representa un 20,4% de
pacientes. En 15 de estos 39 casos (38%), el acontecimiento estaba relacionado con el
sistema nervioso central y se produjeron en 12 pacientes, siendo los mas comunes
vértigo (6 casos), insomnio (3 casos) y ansiedad (3 casos). Doce de los 39
acontecimientos (31%) fueron gastrointestinales y ocurrieron en 9 pacientes (7 pacientes
con nausea o vomitos y 3 pacientes con dolor o molestias abdominales). Todos los
acontecimientos fueron leves y de < 24 h de duracién, excepto una paciente que

presentd diarrea y ansiedad durante 48 h.

Entre las 100 pacientes que tomaron norfloxacina, 12 pacientes (12%) presentaron 16
acontecimientos adversos que fueron en 14 casos (14 de 16, 89%) reacciones
gastrointestinales (9 pacientes con nausea/ vomitos). Todos los acontecimientos fueron
leves y de < 24 h de duracién, excepto un caso de nausea y otro de diarrea ocurridos tras
la ingesta de cada una de las dosts de norfloxacina. No se produjo ningln acontecimiento
relacionado con el sistema nervioso central en este grupo. Se encontré una diferencia
estadisticamente significativa (P= 0,001) al comparar el nimero de pacientes con
acontecimientos adversos relacionados con el sistema nervioso central entre ambos

grupos de tratamiento (11,7% con rufloxacina versus 0% con norfloxacina).
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Resultados

5.3- Ensayo clinico Fase I1I en uretritis gonococica (69)

El estudio fue cancelado por falta de eficacia de rufloxacina tras la inclusiéon en el ensayo
de 9 pacientes, ya que considerando que el porcentaje de éxitos debia ser > 95% vy los
resultados obtenidos en estos 9 pacientes hacian dificil conseguir este porcentaje, se
estimd que no era eticamente correcto continuar el ensayo en vista de que otros

farmacos, como ceftriaxona, presentan porcentajes de eficacia del 98% (20).

De los 9 pacientes a los que se les administrd el farmaco, 7 fueron incluidos para la
evaluacion por presentar N. gonorrhoeae en el cultivo inicial. De éstos, un paciente no
volvio a la visita de control, por lo que 6 pacientes se completaron para evaluacion. El
50% de ellos (3 pacientes) presentaron fracaso clinico ya que persistian los sintomas vy
signos de infeccion en la visita de control. En uno de ellos no se pudo realizar evaluacion
microbiologica por negarse a la toma de muestra post-tratamiento y en los dos pacientes
restantes (en ambos casos, pacientes homosexuales, de 33 afios de edad, y VIH

positivos), se confirmoé el fracaso microbioldgico como se ha descrito previamente,

Con respecto a C. trachomatis y T. pallidum, en ninguno de los pacientes incluidos en el

estudio se objetivo infeccidén concomitante en la muestra inicial.
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Tabla 1. Actividad bacteriostatica in vitro de rufloxacina y otras
quinolonas frente a microorganismos gram-positivos y gram-negativos.

Microorganismo Antibiotico MICy Rango
(ug/ml)

E. coli Rufloxacina 4 (0,25 - >128)
Norfloxacina 2 (<0,03 - 8)
Ciprofloxacina 0,5 (<0,03-1)
Ofloxacina 1 (<0,03 - 4)
Pefloxacina (0,06 - 32)

Staph. spp.MS Rufloxacina 2 (0,5 -4)
Norfloxacina 2 (0,5-4)
Ciprofloxacina 0,25 (0,06 - 0,5)
Ofloxacina 1 (0,12-2)
Pefloxacina 1 (0,5 - 4)

Staph. spp.MR Rufloxacina 8 (0,5 - 128)
Norfloxacina 16 (0,5-128)
Ciprofloxacina 1 (0,06 -1)
Ofloxacina 4 (0,25 - 16)
Pefloxacina 8 (0,5 - 16)

Proteus (indol- Rufloxacina 1 (0,25 - 4)

negativo) Norfloxacina 1 (<0,03 - 1)
Ciprofloxacina -
Ofloxacina 0,5 (<0,03 - 2)
Pefloxacina -

S. pneumoniae Rufloxacina 64 (2 -128)
Norfloxacina 32 (1-64)
Ciprofloxacina 2 (0,25-2)
Ofloxacina 16 (0,5-8)
Pefloxacina 32 (1-132)
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Tabla 1 (continuacién)

H. influenzae Rufloxacina 0,5 (0,06 - 0,5)
Norfloxacina 0,12 {<0,03 - 0,12)
Ciprofloxacina <0,03 (<0,03)
Ofloxacina 0,06 (<0,03 - 0,06)
Pefloxacina <0,03 (<0,03)
M. catarrhalis Rufloxacina 2 (1-2)

Norfloxacina 1 (0,5-1)
Ciprofloxacina 0,06 (<0,03 - 0,12)
Ofloxacina 1 (0,25-1)
Pefloxacina 1 0,5-1)

P. aeruginosa Rufloxacina 64 (8 - 64)
Norfloxacina 16 (1-16)
Ciprofloxacina -
Ofloxacina 16 (1-16)
Pefloxacina -

A. lwoffii Rufloxacina > 128 (2->128)
Norfloxacina 64 (2 -64)
Ciprofloxacina 1 (0,06 - 4)
Ofloxacina 16 (0,5 - 16}
Pefloxacina 64 (2 -64)

N. gonorrhoeae  Rufloxacina 0,5 (0,06 - 0,5)
Norfloxacina 0,06 (<0,03 - 0,12)
Ciprofloxacina < 0,03 (<0,03)
Ofloxacina 0,06 (< 0,03 - 0,06)
Pefloxacina 0,06 (<0,03 - 0,06)

Tomado de las citas bibliogrificas 46 (Mattina R, Cocuzza CE, Cesana M,
Bonfiglio G, 1991), 47 (Ravizzola G, Pinsi G, Pirali F, Colombrita D, Foresti 1, Peroni
L, Turano A, 1989) y 48 (Segre G, Cerretani D, Cerri D, Moltoni L, 1988).
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TABLA 2. Resumen de los estudios y ensayos clinicos realizados

| CENTRO | ESTUDIO REFERENCIA |INVESTIGADORES/AUTORES* |
Departamento de Microbiologia 1. Actividad frente a uropatogenos 54, 55 M. L. GOmez-Lus, S Bamentos, JM.
Facultad de Medicina 2. Curvas de muerte bacteriana frente a E. Rubias, S. Heredia, J. Prieto

Universidad Complutense coli

Madrid 3. Efecto post-antibiotico frente a E. coli. M.J. Giménez

Servicio de Farmacologia Clinica | 4. Ensayo clinico Fase I

Hospital Universitario Germans|4.1. Estudio farmacocinético y P. Salva, J. Costa, C. Vedia, J. A. Garcia-
Trias 1 Pujol farmacodinamico Vicente, J. Montero

Badalona (Barcelona) 4.2, Segunidad y tolerancia

I. P. Balcabao, M. Martin, J. Prieto

Departamento de Microbiologia 4.3. Niveles séricos y urinarios 56, 57, 58, 59,|M.T. Jiménez de Anta, F. Marco, M. A
Facultad de Medicina 4 4. Actividad bactericida sérica y urinaria | 60, 61, 62, 63,|Marcos, J. Gomez

Universidad Complutense 4.5. Curvas de muerte bacteriana de la orina | 64, 65, 66

Madrnd frente a E. coli L. Aguilar, M J. Giménez, R. Dal-Ré
Servicio de Microbiologia 4.6 Niveles en heces

Hospital Clinic i Provincial 4.7. Estudio de alteracion de flora fecal.

Barcelona

Servicio de Nefrologia y Urologia |5. Ensayo clinico Fase IIl en ITU

Fundacié Puigvert 5.1. Eficacia clinica

Barcelona 5.2. Seguridad G.Del Rio, J. Caffaratti

67, 68

Servicio de Microbiologia
Fundacié Puigvert
Barcelona

5.3. Susceptibilidad de los aislados
5.4. Niveles en orina
5.5. Actividad bacteriostatica y bactericida

de la orina

F. Dalet

L. Aguilar, M. J. Giménez, R. Dal-Ré.

* de acuerdo con “Uniform requirements for publication in biomedical journals. BMJ 1991; 302: 338-341.
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TABLA 2 (Continuacién)

| CENTRO | ESTUDIO | REFERENCIA |INVESTIGADORES/AUTORES*
Servicio de Dermatologia y ETS 6. Ensayo clinico Fase III en uretritis L. Olmos
Hospital Universitario San Carlos | gonocécicas

Madnd

6.1. Eficacia clinica
6.2. Seguridad

J. Ballesteros,

Centro Nacional de Microbiologia
Majadahonda (Madrid)

6.4 Serotipacion de los aislados

Centro Sanitario Sandoval J. A Vazquez
Madrid
Laboratorio de Neisserias 6.3 Susceptibilidad de los aislados J. Vila, F. Marco

69
M. J. Giménez, L. Aguilar

Servicio de Microbiologia
Hospital Clinic i Provincial
Barcelona

6.5 Estudio de mutaciones

Disefio y Coordinacion de los estudios

Departamento de Investigacion
Clinica. SmithKline Beecham
Pharmaceuticals, Madrid.

Dr. L. Aguilar
M.]. Giménez
Dr. R. Dal-Ré

Disefio de protocolos y cuadernos de | Referencias 54 a 69
recogida de datos
Monitorizacién de estudios
Explotacion de datos
Elaboracion de informes finales
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Tabla 3. Susceptibilidad in vitro de 350 aislmientos extrahospitalarios de Escherichia coli procedentes de pacientes con
infeccion del tracto urinario (1TU)

ANTIMICROBIANO CMI;, CMlIyo RANGO
Ac. nalidixico 4 128 2-128
Ofloxacino 0,12 0,5 0,06-128
Norfloxacino 0,25 0,5 0,06-128
Rufloxacino 0,5 4 0,25-64
Amoxicilina 128 128 128-128
Amoxicilina + Ac. 8 16 0,06-32
clavulanico
Gentamicina 0,5 2 0,25-16

Tomado del poster correspondiente a la cita bibliografica 55 (Gomez-Lus ML, Barrientos S, Rubias JM, Heredia S, Giménez MJ, Prieto J,
1993).
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Figura 1. Curvas de muerte bacteriana de rufloxacina frente a E. coli.
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Tomado de la cita bibliogrifica 54 (Gomez-Lus ML, Barrientos S, Rubias JM, Heredia S, Giménez MJ, Prieto J, 1993).
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Figura 2. Efecto post-antibiético de rufloxacina frente a E. coli.
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Tomado de la cita bibliogrifica 84 (Gomez-Lus ML, Barrientos S, Rubias JM, Heredia S, Giménez
MJ, Prieto J, 1993).
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Tabla 4: Susceptibilidad in vitro de los aislamientos iniciales en el estudio Fase III en ITU

RUFLOXACINA NORFLOXACINA

n CMls CMlgg RANGO n CMlsq CMlgy |RANGO |
E. coli 70 0,5 1 0,25-16 56 0,03 0,125 0,03-1
P. mirabilis 5 ] - 2-2 7 0,03 0,125 0,03-0,125
S. saprophyticus 3 - - 2-4 7 4 4 0,5-4
K. pneumoniae 3 - - 0,25-8 3 - - 10,125-0,25
Enterococcus - - - - 1 - - 4
C. diversus | - - 0,5 - - - _
Total 82 74

Tomado del poster correspondiente a la cita bibliogrifica 67 (Del Rio G, Dalet F, Giménez MJ, Caffaratti J, Aguilar L, 1996) y de la cita
bibliografica 68 (Del Rio G, Dalet F, Aguilar L, Caffaratti J, Dal-Ré R, 1996).
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Tabla 5. Caracterizacion de las cepas aisladas y susceptibilidad microbioldgica

Paciente Auxotipo Serotipo CMI (ug/ml) Auxotipo Serotipo CMI (pg/mi)
nimero | Muestra inicial | Muestra inicial Muestra inicial ‘ Muestra ‘ Muestra 1 Muestra seguimiento
seguimiento seguimiento

| | | | Tetra | Cip | Nor | Ruf | | | Tetra| Cip | Nor | Ruf |
| 1 | Prototrofico | IBoyst | 1 10003 | 003 | 025 | Prototrofico | IBoyst | 4 [ >0,12} 2 | 8 |
| 2 | Prolina | IBoyst | | | | 025 | | [ | | | |
| 3 | Prototréfico | IBoys | | | | 025 | | | | | | |
| 4 | Prototréfico | IBoys | | | [ 025 | I | | | | |
| 5 | Prototrofico | IBropst | 1 100031 0031 025 | Prototrofico | IBropst | 4 |=>012| 2 | 8 |
| 6 | Prototréfico | [Boys | | | | 025 | | | | | | |

Tetra: tetraciclina; Cip: ciprofloxacina; Nor: norfloxacina y Ruf: rufloxacina

Tomado de la cita bibliografica 69 (Vila J, Olmos L, Ballesteros J, Vazquez JA, Giménez MJ, Marco F, Aguilar L, 1997).
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Tabla 6. Niveles séricos (media + desviacién estandar) de rufloxacina y norfloxacina determinados en los doce voluntarios sanos
incluidos en el ensayo clinico Fase L.

RUFLOXACINA NORFLOXACINA
TIEMPO N° MUESTRAS* NIVEL SERICO (ug/ml) N° MUESTRAS NIVEL SERICO (ug/ml)

2 12 4,6 +0,7° 12 1,1 0,3

4 12 4,2 +0,7° 12 0,7+0,4°

6 12 42 +09" 9 0,5+0,2°

8 12 4,0+ 0,8 8 0,3+0,1°

12 12 3,7+0,7* 4 02+0,1°

24 12 33108 1 0,1°

48 12 2,2+0,9 0

72 10 0,9+0,5 0

* N° de muestras con concentraciones antibioticas por encima del limite de deteccion (0,50 y 0,12 pg/ml para rufloxacina y norfloxacina
respectivamente)

*Diferencias estadisticamente significativas (P< 0,001)

Tomado del poster correspondiente a la cita bibliogrifica 56 (Balcabao IP, Jiménez de Anta MT, Salva P, Martin M, Marco F, Costa J,
Giménez MJ, Aguilar L, 1993) y de la cita bibliogrifica 61 (Aguilar L, Balcabao IP, Salva P, Martin M, Costa J, Prieto J, Dal-Ré R, 1996)
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Tabla 7. Niveles en orina (media + desviacion estandar) de rufloxacina y norfloxacina determinados en los doce voluntarios sanos
incluidos en el ensayo clinico Fase 1.

RUFLOXACINA NORFLOXACINA
TIEMPO N° MUESTRAS*  NIVEL EN ORINA (ug/ml) N° MUESTRAS NIVEL SERICO (ug/ml)

0-2 12 44,7+ 19,7° 12 167,0 + 100,0°
2-4 12 44,1+ 12,1° 12 85,0 +42,3°
4-8 12 36,0 +5,2° 12 58 8 +27,4°
8-12 12 435+222 12 41,1 +21,9
12-16 12 435+ 12,3 i2 26,6 + 19,5°
16-24 12 452+ 10,5° 12 15,6 + 14,0°
24-36 12 483 +22,3° 12 4.8 +24°
36-48 12 47,0+ 8,1 i1 28+21°
48-60 12 372+93" 4 1,0+0,5°
60-72 12 38,5+8,9° 1 1*

* N° de muestras con concentraciones antibioticas por encima del limite de deteccién (1,25 y 0,5 pg/ml para rufloxacina y norfloxacina respectivamente})

*Niveles significativamente (P< 0,05) superiores para norfloxacina.

® Niveles significativamente (P< 0,05) superiores para rufloxacina.

Tomado del poster correspondiente a la cita bibliografica 56 (Balcabao IP, Jiménez de Anta MT, Salva P, Martin M, Marce F, Costa J,
Giménez MJ, Aguilar L, 1993) y de la cita bibliografica 61 (Aguilar L, Balcabao IP, Salva P, Martin M, Costa J, Prieto J, Dal-Ré R, 1996)
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Tabla 8. Niveles en heces (media + desviacion estandar) de rufloxacina y norfloxacina determinados en los doce voluntarios sanos
incluidos en el ensayo clinico Fase I.

RUFLOXACINA NORFLOXACINA
TIEMPO N NIVEL EN MINIMO MAXIMO N° NIVELEN  MINIMO MAXIMO
MUESTRAS*  HECES (ug/g) MUESTRAS* HECES (ug/g)
0 12 0 0 0 10 0 0 0
48 12 94,08 + 73,19’ 26,33 304,79 10 302,01 + 267,47 13,32 1030,2
72 12 76,61 + 56,51 8,22 231,82 10 75,78 + 65,07 7,13 170,84
168 9 18,71 + 16,54° 9,08 61,44 1 438" 4,38 4,38

* N° de muestras con concentraciones antibioticas por encima del limite de deteccion (1y 0,5 pg/g para rufloxacina y norfloxacina respectivamente)
*Niveles significativamente (P< 0,01) superiores para norfloxacina.
® Niveles significativamente (P< 0,05) superiores para rufloxacina.

Tomado de Ia cita bibliogrifica 66 (Marco F, Giménez MJ, Jiménez de Anta MY, Marcos MA, Salva P, Aguilar L, 1995} y del poster
correspondiente a la cita bibliografica 65 (Marcos MA, Marco F, Jimenez de Anta MT, Gomez J, Vedia C, Giménez MJ, Aguilar L, 1994).
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Tabla 9. Parametros farmacocinéticos (media + desviacién estandar) de rufloxacina y norfloxacina en suero y orma determinados
en los doce voluntarios sanos incluidos en el ensayo clinico Fase L.

Antimicrobiano  Cmax Tmax (h) t1/2 (h) AUC (pg.h/ml) CL/F V/F (L/ng) MRT (h) Ae (ug)
y (ng/ml) (ml/min/kg)
compartimento
Rufloxacina
Suero 49+08 35+211 28,0+15,5 238,7+91,5 0,5+0,2 10402  433+20,6
Orina 8,8+48 221.105,2 + 88.004,7 282 +3,6  9.618,5+5.580,6
Norfloxacina
Suero 1,1+03 20+0 2,8+21 59+3,1 20,1 +10,0 42+1.2 53+27
Orina 43+28 166.037,5+66.311,9 78+ 1,1 23.776,0 + 14.103,2

Cmax=concentracién maxima en suero; Tmax=tiempo en alcanzar la concentracion maxima en suero, t1/2 = semivida; AUC= area bajo la curva
concentracion-tiempo (0 a infinito para suero y O a 72 h para orina); CL/F= aclaramiento/biodisponibilidad; V/F= volumen de
distribucién/biodisponibilidad; MRT= tiempo de residencia medio; Ae= concentracion maxima alcanzada en orina en relacion al tiempo en alcanzar la
concentracion maxima en suero.

Tomado del poster correspondiente a Ia cita bibliogrifica 58 (Costa J, Vedia C, Balcabao IP, Garcia-Vicente JA, Montero J, Giménez MJ,
Aguilar L, Salva P, 1994) ) y de la cita bibliografica 61 (Aguilar L, Balcabao IP, Salva P, Martin M, Costa J, Prieto J, Dal-Ré R, 1996)
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Tabla 10. Tasa de muerte bacteriana frente a Escherichia coli obtenida con la orina de seis voluntarios incluidos en el

ensayo clinico Fase 1.

Tasa de muerte bacteriana (% Descenso del inéculo inicial*- Media + desviacion estindar)

TIEMPO RUFLOXACINA NORFLOXACINA
0-2 h 8-12 h 60-72 h 0-2 h 8-12 h 60-72 h
1 88,37 + 7,64 87,27 + 8,88 90,31 + 4,70 89,68 + 4,83° 95,85 + 3,0° 0
2 98,33 + 1,02 98,39 + 0,98 98,66 + 0,91 97,81 + 0,91° 99,27 +0,57* 0
3 99,63 + 0,15 99,72 + 0,14 99,75 + 0,52 99,44 + 0,22 99,68 + 0,33 0
4 99,86 + 0,1 99,92 + 0,03 99,86 + 0,08 99,83 + 0,06 99,89 + 0,02 0

*Inéculo inicial aproximadamente 107 ufc/ml.

* Diferencias estadisticamente significativas (P< 0,05)

Tomado del poster correspondiente a ia cita bibliogrifica 64 (Balcabao IP, Martin M, Giménez MJ, Costa J, Solana P, Aguilar L, Prieto J,

1994) ) y de la cita bibliogrifica 61 (Aguilar L, Balcabao IP, Salva P, Martin M, Costa J, Prieto J, Dal-Ré R, 1996).
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Tabla 11. Titulos bactericidas séricos -mediana (rango)- y AUBCs de rufloxacina y norfloxacina determinados frente a E.
coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213 en los doce voluntarios sanos incluidos en el ensayo clinico Fase 1.

RUFLOXACINA

NORFLOXACINA

Titulo bactericida sérico

Titulo bactericida sérico

Tiempo  N° muestras* E. coli S. aureus N° muestras E. coli S. aureus
2 12 8 (4-16) 2 (2-8) 12 8 (4-16) 2 (<2-8)
4 12 4 (4-16) 2 (<2-4) 12 4 (2-8) 2 (<2-4)
6 12 4 (4-16) 2 (2-8)° 9 2 (<2-8) <2 (<2-2)°
8 12 4 (2-8)* 2 (<2-4)° 8 2 (<2-4)* <2 (<2-2)°
12 12 4 (2-8)° 1 (<2-4)° 4 <2 (<2-2)° <2 (<2-<2)"
24 12 3 (2-8)° 1 (<2-4)° 1 <2 <2
48 12 2 (<2-4) <2 (<2-2) 0
72 12 <2 (<2-2) <2 (<2-<2) 0

AUBC 171 (82-320) 45 (18-178) AUBC 29 (20-92) 8 (0-34)

* Diferencias estadisticamente significativas (P< 0,01)

® Diferencias estadisticamente significativas (P< 0,05)

Tomado de la cita bibliogrifica 61 (Aguilar L, Balcabao IP, Salva P, Martin M, Costa J, Prieto J, Dal-Ré R, 1996)
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Tabla 12. Titulos bactericidas en orina -mediana (rango)- y AUBCs de rufloxacina y norfloxacina determinados frente a

E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213 en los {loce voluntarios sanos incluidos en el ensayo clinico Fase I.

RUFLOXACINA

NORFLOXACINA

Titulo bactericida en oring

Titulo bactericida en orina

Tiempo  N° muestras* E. coli S. aureus N° muestras E. coli S. aureus
0-2 12 64 (4-512)° 16 (2-512) 12 256 (128-1024)* 128 (32-256)
2-4 12 64 (16-256)° 16 (8-64 12 256 (64-256)" 64 (8-256)
4-8 12 64 (16-64) 16 (232@ 12 128 (32-256)° 32 (4-128)
8-12 12 32 (16-512) 16 (2-128) 12 96 (32-256) 8 (4-32)
12-16 12 64 (16-128) 16 (8-64 12 32 (16-128) 8 (4-32)
16-24 12 64 (16-256)" 16 (4-128)° 12 16 (4-64)° 4 (<2-32)

24-36 12 64 (4-1024)° 16 (2-256)° 12 6 (<2-16)° 2 (<2-8)°

36-48 12 64 (32-128)° 16 (4-64)° 12 2 (<2-16)° <2 (<2-2)
48-60 12 48 (4-128)° 16 (2-32)° 12 <2 (<2-2) <2 (<2-<2)
60-72 12 64 (16-128)" 16 (8-16)° 12 <2 (<2-2)° <2 (<2-<2)°

* Titulos significativamente (P< 0,05) superiores para norfloxacina.

® Titulos significativamente (P< 0,05) superiores para rufloxacina.

Tomado del poster correspondiente a la cita bibliografica 63 (Balcabao IP, Martin M, Costa J, Giménez MJ, Salva P, Aguilar L, 1993) y de la

cita bibliogrifica 61 (Aguilar L, Balcabao IP, Salva P, Martin M, Costa J, Prieto J, Dal-Ré¢ R, 1996).



Tabla 13. Mediana (rango) de titulos bactericidas y bacteriostaticos, niveles en orina,
determinados en el subgrupo de 26 pacientes con Escherichia coli como aislamiente inicial.

CMI y cocientes inhibitorios

TITULO TITULO NIVEL EN ORINA cMI COCIENTE
BACTERICIDA BACTERIOSTATICO (Lg/ml) (ng/ml) INHIBITORIO*
RUFLOXACINA 8 16 24,75 0,5 555
N= 14 (0 - 32) (1 - 64) (12,5 - 52) (0,25 - 8) (1,97 - 191)
NORFLOXACINA 24 43 24,75 0,045 477,08
N=12 (2 - 64) (4 - 128) (3,15 - 160) (0,03 - 0,125) (25,2 - 5.333,33)

* Cociente inhibitorio: Nivel en orina/CMI

Tomado del poster correspondiente a la cita bibliografica 67 (Del Rio G, Dalet F, Giménez MJ, Caffaratti J, Aguilar L, 1996) y de la cita

bibliografica 68 (Del Rio G, Dalet F, Aguilar L, Caffaratti J, Dal-Ré R, 1996).
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Tabla 14: Unidades formadoras de colonias por gramo de heces (ufc/g) de E. coli en la muestra basal y porcentajes de

descenso respecto a basal a los distintos tiempos.

RUFLOXACINA NORFLOXACINA
Volunt Oh Descenso (%) Descenso (%) Descenso (%) Volunt  Oh Descenso (%) Descenso (%) Descenso (%)
N°. 0-48h 0-72h 0-168h N°. 0-48h 0-72h 0-168h
1 1,8x108 99,90 99,99 71,11 1 1,.2x107 99,41 99,33 99,75
2 1,9x100 99,52 97,89 98,68 2 5x10° 99,94 99,4 0
3 2,5x108 97,2 99,88 100 3 3,1x100 99,99 99,93 90,32
4 2.8x10° 0 0 0 4 6,1x107 99,98 99,99 99,97
5 2,7x100 96,51 100 100 5 * * * *
6 1,9x108 99,97 99,98 99,96 6 * * * *
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Tabla 14 (continuacion):

RUFLOXACINA NORFLOXACINA
Volunt Oh Descenso (%) Descenso (%) Descenso (%) Volunt  Oh Descenso (%) Descenso (%) Descenso (%)

N°. 0-48h 0-72h 0-168h N°. 0-48h 0-72h 0-168h

7 3,7x107 99,97 99,72 75,67 7 1,3x100 99,72 96,53 0

8 3x100 99,20 92,66 78,33 8 2x107 99,98 99,97 97,15

9 2x107 40,00 0 0 9  1,4x100 99,95 75,0 0

10 2,2x106 90,90 99,86 99,93 10 2x106 99,60 99,87 0

11 3,1x107 98,70 99,03 99,97 11 1,6x107 87,50 97,37 59,37

12 8x106 92,50 98,12 99,99 12 4,8x107 99,89 99,99 62,5

* Voluntarios no considerados por carecer de muestra basal (Oh)

Tomado de la cita bibliogrifica 66 (Marco F, Giménez MJ, Jiménez de Anta MT, Marcos MA, Salva P, Aguilar L, 1995) y del poster
correspondiente a Ia cita bibliografica 65 (Marcos MA, Marco F, Jimenez de Anta MT, Gomez J, Vedia C, Giménez MJ, Aguilar L, 1994).
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Tabla 15: Unidades formadoras de colonias por gramo de heces (ufc/g) de B. fragilis en la muestra basal y porcentajes de

descenso respecto a basal a los distintos fiempos.

RUFLOXACINA NORFLOXACINA
Volunt. Oh Descenso (%) Descenso (%) Descenso (%) Volunt Oh Descenso (%) Descenso (%) Descenso (%)
N°. 0-48h 0-72h 0-168h N°. 0-48h 0-72h 0-168h
1 1,4x10° 0 0 0 1 2x109 50 0 0
2 2x109 50,00 55,00 86,00 2 6x10° 83,33 66,66 93,33
3 3x108 93,33 0 0 3 6x1010 61,66 95 16,66
4 6x10% 50,00 93,33 0 4 4,3x10° 53,48 0 0
5 3x1010 93,66 60,00 0 5 * * * *
6 3,6x1010 90,55 0 0 6 * * * *
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Tabla 15 (Continuacion):

RUFLOXACINA NORFLOXACINA
Volunt. Oh Descenso (%) Descenso (%) Descenso (%) Volunt Oh Descenso (%) Descenso (%) Descenso (%)

N°, 0-48h 0-72h 0-168h N°. 0-48h 0-72h 0-168h

7 1x10% 99,90 85,00 0 7 6,2x10° 3,22 0 0

8 6x10° 0 0 0 8  1,1x1010 0 0 0

9 6x10% 26,66 91,66 66,66 9 6x109 16,66 0 0

10 6x1010 91,66 90,00 88,33 10 6x109 50 0 0

11 6x109 93,33 91,66 0 11 2,6x108 23,07 91,15 23,07

12 6x109 16,66 0 50,00 12 5,9x109 89,83 99,83 0

* Voluntarios no considerados por carecer de muestra basal (Oh)

Tomado de Ia cita bibliografica 66 (Marco F, Giménez MJ, Jiménez de Anta MT, Marcos MA, Salva P, Aguilar L, 1995) y del poster
correspondiente a la cita bibliografica 65 (Marcos MA, Marco F, Jimenez de Anta MT, Gomez J, Vedia C, Giménez MJ, Aguilar L, 1994).
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Tabla 16: Porcentaje de voluntarios que presentaron descenso > 70% respecto a basal y descenso medio obtenido en dichos

sujetos a los distintos tiempos.

E. coli
RUFLOXACINA NORFLOXACINA
48h 72h 168h 48h 72h 168h
% voluntarios con 83,33%  83,33%  83,33% % voluntarios con 100 100 40
descenso > 70% (10/12)  (10/12)  (10/12) descenso > 70% (10/10)  (10/10) (4/10)
% descenso medioen 9743%  98,71% 92,36% % descenso medioen  9859%  96,73%  96,79%
estos voluntarios {n=10) (n=10) (n=10) estos voluntarios (n=10) (n=10) (n=4)
B. fragilis
RUFLOXACINA NORFLOXACINA
48h 72h 168h 48h 72h 168h
% voluntarios con 50% 41,66% 16,66% % voluntarios con 20% 30% 10%
descenso > 70% (6/12) (5/12) (2/12) descenso > 70% (2/10) (3/10) (1/10)
% descenso medioen 93,73%  90,33%  87,16% % descenso medioen  86,58%  9532%  93,33%
estos voluntarios (n=6) {n=5) (n=2) estos voluntarios (n=2) (n=3) (n=1)

Tomado de la cita bibliogrifica 66 (Marco F, Giménez MJ, Jiménez de Anta MT, Marcos MA, Salva P, Aguilar L, 1995) y del poster
correspondiente a la cita bibliografica 65 (Marcos MA, Marco F, Jimenez de Anta MT, Gémez J, Vedia C, Giménez MJ, Aguilar L, 1994).
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Tabla 17: Titulos bactericidas tedricos, experimentales, razén titulo experimental/tedrico y drea bajo la curva de

actividad bactericida (AUBC) en orina de rufloxacina y norfloxacina a los distintos tiempos frente a E. coli ATCC

25922 expresado como mediana (rango) (n= 12 excepto donde se indica).

RUFLOXACINA NORFLOXACINA
Tiempo Teorico Experimental Experimental/ Tedrico Experimental Experimental/
(h) Teérico Tedrico
0-2 16 (4-32) 64 (4-512) 4 (1-16)** 384 (128-1.024) 256 (128-1.024) 0,8 (0-2)**
2-4 16 (8-16)* 64 (16-256)* 4 (2-16)** 256 (64-512) 256 (64-256) 1 (1-2)%*
4-8 16 (8-16)* 64 (16-64)* 4 (2-8)** 192 (32-256) 128 (32-256) 1 (1-2)**
8-12 16 (8-32)* 32 (16-512)* 3 (2-16) 128 (32-256) 96 (32-256) 1{0-2)
12-16 16 (8-32)* 64 (16-128)* 4 (2-8) 64 (16-128) 32 (16-128) 0,8 (0-4)
16-24 16 (8-32)* 64 (16-256)* 4 (2-16)** 32 (16-128) 16 (4-64) 0,5 (0-1)**
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Tabla 17 (Continuacion):

RUFLOXACINA NORFLOXACINA
Tiempo Teodrico Fxperimental Experimental/ Teorico Experimental Experimental/
(h) Tebrico Teorico
24-36 16 (4-32) 64 (4-1.024) 4 (1-32)*+* 16 (4-32) 6 (0-16) 0,5 (0-1)**
36-48 16 (16-32)* 64 (32-128)* 4 (2-8) 4 {(0-16) 2 (0-16) 0,5 (0-1y°
48-60 16 (4-16) 48 (4-128) 3 (1-8) 0 (0-4) 0 (0-2) 0 (0-1)®
60-72 16 (8-16} 64 (16-128) 4 (1-8) 0(6-2) 0(0-2) 1(1-1}°
AUBC 1.116 (784-1.630)* 4,116 (2.240-22.400)* 4 (2-18)** 3.848 (1.408-7.288) 2.320(1.048-4.992) 0,7 (0-2)**

* p < 0,001 tedrico vs. experimental (intragrupo),

** p < 0,001 experimental/tedrico rufloxacina vs. norfloxacina;

a: 10 voluntarios con titulo tedrico > 0; b: 4 voluntarios con titulo tedrico > 0; ¢; 1 voluntario con titulo tedrico > 0

Tomada del poster correspondiente a la cita bibliogrdfica 60 (Gimenez MJ, Aguilar L, Costa J, Dal-Ré R, Vedia C, Salvd P, 1996} y la

cita bibliografica 62 (Aguilar L, Giménez MJ, Costa J, Dal-Ré R, Prieto J, 1997)
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Tabla 18: Titulos bactericidas tedricos, experimentales, razén titulo experimental/teérico y drea bajo la curva de
actividad bactericida (AUBC) en orina de rufloxacina y norfloxacina a los distintos tiempos frente a .S. aureus ATCC

29213 expresado como mediana (rango) (n= 12 excepto donde se indica).

RUFLOXACINA NORFLOXACINA
Tiempo Tedrico Experimental Experimental/ Teérico Experimental Experimental/
(h) Tedrico Tedrico
0-2 8 (2-16) 16 (2-512) 2 (1-32) 96 (32-256) 128 (32-256) 1(1-4)
2-4 8 (4-8)* 16 (8-64)* 2 (2-8) 64 (16-128) 64 (8-256) 0,5(1-4)
4-8 8 (4-8) 16 (2-32) 2(1-4) 48 (8-64) 32 (4-128) 0,5 (0-2)
8-12 8 (4-16) 16 (2-128) 2 (1-8) 32 (8-64) 8 (4-32) 0,5 (0-1)
12-16 8 (4-16) 16 (8-64) 2 (1-8) 16 (4-32) 8 (4-32) 0,5 (0-2)
16-24 8 (4-16) 16 (4-128) 2 (1-16) 8 (4-32) 4 (0-32) 0,4 (0-2)
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Tabla 18 (Continuacién):

RUFLOXACINA NORFLOXACINA
Tiempo Teorico Experimental Experimental/ Teorico Experimental Experimental/
(h) Teorico Teorico
24-36 8 (2-16) 16 (2-256) 2(1-16) 4 (0-8) 2 (0-8) 1(0-2)°
36-48 8 (8-16) 16 (4-64) 2 (1-8) 1 (0-4) 0 (0-2) 0,3 (0-1)°
48-60 8 (2-8) 16 (2-32) 2 (1-4) 0 (0-0) 0 (0-0)
60-72 8 (4-8) 16 (8-16) 2 (1-2) 0 (0-0) 0 (0-0)
AUBC 558 (392-840)* 1.096 (720-7.200)* 2,1 (1-9)** 956 (352-1.816) 736 (200-2.552) 0,7 (0-2)**

* p < 0,001 tedrico vs. experimental (intragroupo),

¥* p < 0,001 experimental/tedrico rufloxacina vs. norfloxacina

a: 11 voluntarios con titulos tedricos > 0; b: 6 voluntarios con titulos tedricos > 0

Tomada del poster correspondiente a la cita bibliografica 60 (Gimenez MJ, Aguilar L, Costa J, Dal-Ré R, Vedia C, Salva P, 1996) y la

cita bibliogrifica 62 (Aguilar L, Giménez MJ, Costa J, Dal-Ré R, Prieto J, 1997)
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Discusion

Como ya comenté en la introduccion de esta tesis, el resultado de la administracion de un
antimicrobiano para el tratamiento de una infeccion depende de la interaccion
tridimensional bacteria-huésped-antimicrobiano; interaccion imposible de estudiar in vitro
y que condiciona que la prediccion de eficacia que se realiza se base en los datos
obtenidos del estudio de las diferentes interacciones bidimensionales de estos tres
factores. Asi, los test de susceptibilidad in vitro se pueden considerar una medida de la
interaccion bacteria-antimicrobiano; la farmacocinética del compuesto, una medida de la
interaccién huésped-antimicrobiano; y la actividad bactericida del suero y orina, una
medida de la interaccioén huésped-bacteria, siempre con las consiguientes limitaciones de
cada uno de estos tests. Teniendo en cuenta lo anterior, podemos analizar e interpretar
los resultados obtenidos en los distintos estudios realizados en tres puntos:
-Microbiologia/Eleccion de la patologia, como representacion de la interaccion bacteria-
antimicrobiano

-Farmacocinética/Pautas de dosificacion, como representacion de la interaccién huésped-
antimicrobiano

-Farmacodinamia/Prediccion de eficacia, como representacion de la interaccion huésped-
bacteria

Posteriormente la relacion de los resultados obtenidos de cada una de estas
interacciones, nos permitira concluir las indicaciones resultantes, la pauta de dosificacién
y la posible utilizacion de rufloxacina en la practica clinica en el campo de las infecciones

genitourinarias.

1- Microbiologia/Eleccion de la patologia

Los tests in vitro de susceptibilidad no reproducen las condiciones in vivo debido, entre
otros, a tres factores: 1- Los mecanismos de defensa del huésped (factores del sistema
inmune) no estan presentes en el medio; 2- Se crea un sistema estatico donde la
concentracién de antibiotico es constante y éste esta en contacto con la bacteria durante

todo el tiempo de incubacion (en contraposiciéon a lo que ocurre in vivo donde las
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Discusion

bacterias estan expuestas a concentractones antibioticas fluctuantes), y 3- Se utiliza un
indculo bacteriano estandar que probablemente no se corresponde con el de in vivo
debido a que nunca se ha establecido un indculo terapéuticamente equivalente (21).
Ademas existen distintos factores de laboratorio que pueden modificar la determinacion
in vitro: pH, osmolaridad, temperatura etc. Por otra parte, la lectura de los resultados de
CMI o CMB se realiza tras 24 horas de incubacion, pudiendo resultar la misma lectura
para dos antimicrobianos que presenten distinta actuacion en los tiempos iniciales de este
periodo (85), ya que estos hechos farmacodindmicos iniciales no son evaluados como
tales al realizarse solo una lectura global a las 24 horas, periodo que puede ser diferente
al intervalo de dosificacion. Por otro lado, estos hechos farmacodinamicos iniciales
pueden ser los mas relevantes de todo el periodo de lectura (85). Si consideramos todo
lo anterior, no resulta dificil entender que la respuesta obtenida in vitro no presente
siempre una correlacion directa con la eficacia obtenida in vivo, obteniendose in vitro

s6lo una cruda prediccion de la respuesta terapéutica obtenida en el paciente (86, 87).

A pesar de las reservas existentes sobre la relevancia clinica de los test in vitro, la
determinacion de la CMI permite delimitar el espectro de accion del antimicrobiano
ensayado y establecer aquellas infecciones en las que se debe ensayar éste, ya que el
microorganismo causante de la infeccton ha demostrado ser susceptible in vitro a las
concentraciones determinadas. El conocimiento del espectro diferencial de actividad de
los antimicrobianos es importante en la prediccion de eficacia y por tanto tiene una
influencia crucial en el programa de desarrollo de un farmaco en investigacion (88) como

parte de la evaluacion de susceptibilidad nicial.

Los estudios in vitro realizados con los 350 aislados clinicos en orina confirmaron los
datos preexistentes de la quinolona, obteniendose la misma CMly frente a E. coli
(4pg/ml). Las curvas de muerte bacteriana demostraron una accion rapida de rufloxacina
que produjo una reduccidn del indculo inicial del 99,9% (porcentaje considerado en la
determinacion de la CMB tras 24 h de exposicion) tras sélo 2 horas de incubacion (con
concentraciones 10xCMI) o 3 horas de incubacion (con concentraciones iguales a la

CMI), por ello con esta metodologia y esta cepa no se demostrd claramente una accion
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concentracién-dependiente de rufloxacina como se ha descrito para otras quinolonas,
pero por el contrario si se aprecia esta dependencia en la determinacion del efecto post-
antibidtico, como puede observarse en la grafica 2, estando asi en concordancia con el
efecto post-antibiotico dosis-dependiente descrito para este tipo de antimicrobianos (89).
La escasa actividad in vitro (CMIs altas sl se comparan con las de otras quinolonas)
unido a la ausencia de dosis dependencia demostrada podian suponer un handicap para

esta quinolona en su eficacia terapeutica.

Los datos de susceptibilidad de las cepas aisladas en el ensayo clinico Fase IiI en ITU
confirman asimismo los datos previos, indicando una mayor susceptibilidad de los
aislados de E. coli a norfloxacina (CMly, = 0,125 pg/ml) que a rufloxacina (CMlIg, = 1
pg/ml), aunque la CMIy de €sta ultima es, en este ensayo, 4 veces inferior a la del
estudio in vitro previamente realizado, a pesar de que las 350 cepas del estudio in vitro
procedian también de pacientes con infeccion extrahospitalaria, aunque de distinta
localizacién geografica. Si se considera el resto de microorganismos aislados en este
ensayo Fase III, y a pesar de que el nimero de estos aislados es pequefio, también se
confirman los datos in vitro previos (47, 48), con buena actividad frente a P. mirabilis y

S. saprophyticus.

La susceptibilidad de los aislados iniciales de N. gonorrhoeae en el ensayo clinico Fase
I en uretritis gonocdcicas, confirmd asimismo los resultados previos (46) in vitro que
indicaban una buena actividad de rufloxacina (CMlg = 0,5 pg/ml), aunque en nuestro
caso se trata igualmente de un nimero muy pequedio de aislados, a pesar de los fracasos

clinicos y microbioldgicos obtenidos en el ensayo.

Aplicando los valores de Cmax (4,9 pg/ml) y semivida (28 h) obtenidos en el ensayo
clinico Fase I para determinar los “breakpoint”, mediante la formula establecida por la
“British Society for Chemotherapy” (5) resefiada en el apartado 2.1 de la Introduccion, y
considerando una unién a proteinas del 60% (90), los valores obtenidos para rufloxacina
son 4 ug/ml y 1 pg/ml, segun se considere un indice terapéutico de 4 o de 10

respectivamente. Los valores asi determinados concuerdan en parte con los publicados
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por el “European Study Group on Antibiotic Breakpoinis” (91) que establece tres
categorias: Susceptible (< 2 pg/ml), Intermedia (4 pg/ml) y Resistente (> 8 Lig/ml). De
los datos de susceptibilidad obtenidos y considerando estos “breakpoints”, podemos
concluir que rufloxacina no seria adecuada para el tratamiento de infecciones
parenquimatosas, debido a que los patdgenos responsables de la infeccion estan incluidos
(al menos) en la categoria intermedia de susceptibilidad, presentando por tanto
rufloxacina una acttvidad sistémica reducida. Sin embargo, como ya se describié en la
introduccion de esta tesis, estos “breakpoints” pueden no ser adecuados como puntos de
corte para el tratamiento de las cistitis no complicadas si los niveles en orina son mas
altos que los niveles séricos alcanzados, como ocurre con rufloxacina que mostrd unos
niveles en orina mantenidos durante 72 h y aproximadamente 10 veces superiores a los
niveles séricos determinados. Asi, se considera que infecciones producidas por cepas con
CMI intermedia a un determinado antimicrobiano, pueden ser tratadas con este
compuesto si se administran dosis altas o con las dosis habituales, si la infeccion se

localiza en lugares donde el antimicrobiano esté concentrado como ocurre en orina.

Por tanto, de los estudios de susceptibilidad in vitro realizados se concluyd que las
patologias a elegir para determinar la eficacia de rufloxacina en pacientes debian ser
cistitis no complicada dentro de las infecciones urinarias y gonococia dentro de las ETS
por la buena actividad in vitro presentada por rufloxacina. Los datos de susceptibilidad in
vitro de los microorganismos responsables de infeccion en los ensayos clinicos
posteriormente realizados confirmaron la correcta eleccion de la patologia si se evalia

independientemente de los resultados clinicos y microbiologicos obtenidos.

2- Farmacocinética/Pautas de dosificacion

Los parametros farmacocinéticos de rufloxacina determinados en el ensayo clinico Fase I
fueron similares a los descritos por otros autores (92), pudiendose deber las pequefias
diferencias encontradas a la diferente metodologia utilizada (92). Asimismo, en un

estudio previo los niveles de rufloxacina determinados por método microbiolégico
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fueron superiores a los determinados por HPLC,; los autores sugerian que esta diferencia
podia deberse a la presencia de un metabolito activo (50), sin embargo esta sugerencia es

discutible como se podra comprobar mas adelante en esta discusion.

Entre los parametros determinados para rufloxacina en el ensayo Fase I, cabe destacar la
larga semivida determinada (28 horas), caracteristica de esta quinolona. Los niveles
maximos de rufloxacina en suero fueron aproximadamente 4,5 veces superiores a los
niveles maximos alcanzados por norfloxacina. Este hecho unido a la diferencia de las
semividas determinadas para ambas quinolonas explica las diferencias de AUC, que es
aproximadamente 40 veces superior para rufloxacina. Sin embargo, como ya se ha
comentado, los niveles séricos no se correlacionan con eficacia clinica en las ITU.
Respecto a los resultados obtenidos en orina, los niveles de norfloxacina durante las
primeras 4-8 horas tras la admimstracion de la dosis fueron muy superiores a los de
rufloxacina que, aunque present6 niveles inferiores (40 pg/ml) a estos tiempos, demostro
mantener niveles practicamente constantes durante las 72 horas medidas post-

dosificacién.

En la ITU aguda no complicada en mujeres, clasicamente el tratamiento consistia en 7-10
dias de terapia con un antimicrobiano, ya que todos los antimicrobianos orales que
presenten espectro de actividad frente a bacterias gram negativas, erradican la infeccion
en mas del 80% de los pacientes si se administran por un periodo de 7-14 dias (11). Sin
embargo, y considerando que la infeccion de vias bajas es una infeccion superficial de la
mucosa, se introdujeron con éxito regimenes mas cortos (3 dias de tratamiento o dosis
unica) (93-95). Estos tratamientos mas cortos, con la misma eficacia antimicrobiana,
presentaban las ventajas de tener menor incidencia de efectos indeseados (menos del 5%
de pacientes que son tratados con dosis tinica presentan efectos adversos que requieran
intervencién médica (11)), menor coste, asegurar mejor el cumplimiento del tratamiento
por el paciente, y quiza, ejercer una menor presion selectiva para la aparicion de
resistencias sobre la flora rectal, urinaria y vaginal (96, 97). Sin embargo, no todos los
antibiotiocos son susceptibles de esta pauta de dosificacion: solamente aquellos que

presentan niveles altos y sostenidos en orina, asegurando concentraciones al menos
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durante 12-24 horas que eliminen la infeccion localizada en la vejiga, son idoneos para el
régimen de dosis Gnica (19, 98). Sin embargo, los ultimos estudios realizados para
evaluar la eficacia de tratamientos de tres dias de duracion versus tratamientos de dosis
unica, han demostrado que los primeros presentan los beneficios de los tratamientos de
dosis unica, preservando en mayor medida que éstos la eficacia de la terapia
convencional (43, 99). Los tratamientos de dosis Unica se asocian con un mayor
porcentaje de recurrencias que los tratamientos convencionales o de tres dias de
duracion, probablemente debido a su menor efectividad en la erradicacion de E. coli y
otros uropatogenos del reservorio vaginal (y del tracto gastrointestinal que es la fuente
de la colonizacion vaginal) (11, 99, 100, 101). En general, los tratamientos de dosis
Unica presentaron menor eficacia cuando el microorganismo infectante era JS.
saprophyticus (99, 101), aunque este mismo resuitado se obtuvo en aquellos estudios
que compararon tratamientos de tres dias de duracion con tratamientos mas largos, ya
que la erradicacion de S. saprophyticus fue mayor en los tratamientos mas largos (102-
104). Esto es importante si consideramos que en mujeres jovenes y sexualmente activas,
S. saprophyticus es el uropatogeno aislados en un 10-20% de casos (97). Por todo lo
expuesto anteriormente, en la actualidad se aboga preferentemente por tratamientos
cortos de 3 dias de duracion en la ITU aguda no complicada en mujeres (11, 43, 101),
recomendandose la utilizacion de la dosis Gnica en mujeres con un primer episodio o con
un episodio aislado de cistitis y la pauta de 3 dias en mujeres con multiples episodios

recientes (11).

Si consideramos los resultados obtenidos en los ensayos realizados, en donde rufloxacina
presenta unos niveles en orina de aproximadamente 40 pg/ml al menos durante 72 horas
(intervalo medido en el Fase I), podemos considerar que con una séla dosis (y por tanto,
con la ventajas descritas anteriormente para este régimen de dosificacion) se consiguen
niveles en orina aproximadamente 10-40 veces la CMI frente a £ .coli de acuerdo con
los datos de los estudios in vitro realizados (segun se considere una CMlg, de 4 o 1
respectivamente} durante tres dias, lo que equivaldria a un regimen de tres dias de

duracion de un antimicrobiano convencional. Paralelamente y como se comentara mas
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adelante, la actividad bactericida se mantiene asimismo durante al menos el mismo

intervalo post-dosificacion.

Los datos obtenidos en orina en el ensayo de Fase I son avalados por el estudio realizado
en la orina de 12 horas aportada por las pacientes incluidas en el ensayo Fase III en ITU
(orina recogida en el intervalo 72-84 horas después de Ia dosis unica de rufloxacina o Ia
primera dosis de norfloxacina), donde comparando los niveles urinarios de norfloxacina
como ejemplo de terapia de 3 dias de duracién y de rufloxacina con dosis Unica, se
observa que son iguales a pesar de las pautas de dosificacion tan diferentes empleadas.
Sin embargo si tenemos en cuenta la semivida de los dos farmacos (aproximadamente
28h para rufloxacina y 4h para nosfloxacina), resulta logico ya que el intervalo de toma
de muestra se iniciaba en todas las pacientes aproximadamente 3 semividas después de la
tnica o ultima dosis administrada. Por tanto, en el caso de rufloxacina, podemos obviar
la discusion de si es preferible una pauta de 3 dias de dosificacion o de dosis Gnica en el
caso de cistitis no complicada, ya que una dosis Unica de rufloxacina proporciona niveles

y una actividad bactericida mantenidos en orina durante al menos 3 dias de duracion.

Si analizamos los resultados obtenidos cuando S. saprophyticus fue el microorganismo
aislado, y a pesar de no poder extraer conclusiones debido a que solamente esto ocurrio
en tres pacientes del grupo de rufloxacina y en siete de norfloxacina, se observa que
ambas quinolonas fueron efectivas en la erradicacién del agente causante de la infeccién,
tanto a corto como a largo plazo ya que ninguna de las recaidas fue debida a este
microorganismo. Cabe destacar que la Unica paciente que presentd fracaso
microbioldgico con norfloxacina cuando S saprophyticus fue el microorganismo aislado,
presento erradicacién bacteriana en el cultivo realizado a los 3-7 dias y cultivo positivo
nuevamente en la visita de 8-12 dias, por lo que en realidad deberia considerarse una
recurrencia y estaria de acuerdo con lo anteriormente mencionado de la mayor dificultad

de erradicacion de § saprophyticus.

Asimismo es interesante destacar que en la visita de 3-7 dias sélo se detectd un fracaso

microbiolégico con rufloxacina, correspondiendo a una cepa de E. coli con CMI > 16
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ng/ml en el cultivo inicial, mientras que a los 8-12 dias se detectaron 3 fracasos debidos a
cepas de E. coli sensibles a rufloxacina. En estos tres casos se puede considerar que no
se trata de recurrencias sino de fracasos que, debido a la larga semivida de rufloxacina,
no se detectaron en la visita previa por la presencia de niveles terapéuticos de la

quinolona en orina.

Las caracteristicas farmacocinéticas que deben considerarse para un antimicrobiano que
se pretenda utilizar en el tratamiento de ITUs son: concentracion en plasma, orina, tejido
renal y heces (105). Considerando que el estudio de rufloxacina se limita a su utilizacién
para cistitis no complicadas (debido a que los niveles séricos resultan no ser adecuados si
se consideran las CMIs frente a patogenos implicados en otro tipo de ITU), se puede
excluir 12 necesidad del estudio de los niveles en parénquima renal. Una vez comentados
los niveles en suero y orina, cabe comentar que los niveles en heces son importantes ya
que pueden modificar el porcentaje de flora aerobia fecal y por tanto el riesgo de
recurrencias tempranas (105). Los niveles de rufloxacina en heces determinados en el
ensayo de Fase I demuestran que rufloxacina mantiene niveles fecales supra-CMI (18
ug/g) hasta siete dias después de una dosis unica, por lo que, considerando ademas su
baja actividad frente a anaerobios (106), favorece que no se produzcan recurrencias
tempranas en las pacientes. Sin embargo, en el estudio Fase III en ITU, se presentaron
reinfecciones tanto en pacientes tratadas con rufloxacina como con norfloxacina. En
todos los casos el agente causante fue una cepa de . coli sensible al tratamiento
aplicado. Sin embargo hay que considerar que la visita de seguimiento a largo plazo se
realizaba 4-6 semanas después de una dosis Gnica y que se habla de reinfecciones
tempranas cuando éstas ocurren antes de dos semanas después de finalizar el

tratamiento.

3- Farmacodinamia/Prediccidn de eficacia

LLa farmacodinamia de un antimicrobiano relaciona las concentraciones de éste obtenidas

a lo largo del tiempo con los efectos antibacterianos en el lugar de la infeccién (107). Las

85



Discusion

curvas de muerte bacteriana constituyen un método para evaluar in vitro esta relacion,
mediante 1a medicion de la supervivencia bacteriana -representacion semilogaritmica de
recuentos de ufc/mi (en subcultivos cuantitativos) a distintos tiempos- tras exposicion a

distintas concentraciones farmacologicas.

Los resultados de las curvas de muerte bacteriana realizadas in vitro y ex vivo con
rufloxacina demuestran una actividad rapidamente bactericida de ésta frente a un inoculo
alto (aproximadamente 107 ufc/ml) en ambos casos. Las concentraciones de rufloxacina
ensayadas en los dos experimentos son absolutamente diferentes, siendo concentraciones
sub-CMI y supra- CMI (hasta 10 veces superiores) en el estudio in vitro y
aproximadamente 40 veces la CMI en el estudio ex vivo. Los resultados obtenidos en el
estudio in vitro demuestran que, tras 2 horas de incubacion, se obtiene una reduccion del
indeulo inicial del 99,9%. En el estudio ex vivo, los resultados obtenidos son analogos,
obteniendose una reduccion aproximadamente del 98% a las 2 horas y > 99,5% a las 3
horas en ambos casos, con la orina de las 0-2h, 8-12h y 60-72h. Existen diversos
estudios que demuestran que en el caso de las fluoroquinolonas, concentraciones 30-60
veces la CMI son las que presentan maxima actividad bactericida (108, 109} y que
concentraciones superiores a €stas, presentan una actividad menor, por lo que, las
fluoroquinolonas exhiben un efecto paraddjico (110). Si se analizan los resultados de las
curvas realizadas ex vivo, se puede observar que los niveles de rufloxacina en orina de
todos los periodos de toma de muestra estarian dentro del intervalo de maxima actividad
respecto a . coli y que norfloxacina presenta una actividad significativamente mayor en
el intervalo 8-12 horas que en el intervalo 0-2 horas donde los niveles son cuatro veces
superiores a los del intervalo anterior y se alejan mucho mas de la concentracion 6ptima
bactericida. Por tanto en este caso se observa ex vivo el efecto paraddjico descrito
previamente in vitro por otros autores (110). En la orina del! tercer intervalo ensayado en
las curvas ex vivo (60-72 horas) no se detectaron niveles de norfloxacina, no
obteniendose decrementos del indculo inicial. Esta alta actividad bactericida de
rufloxacina in vitro y en las curvas ex vivo, se manifiesta igualmente al determinar los

titulos bactericidas urinarios en el ensayo Fase 1.
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Si se analizan los titulos bactericidas séricos y se acepta un titulo > 1:8 que es el
clasicamente considerado como adecuado en el valle (28, 29), los resultados obtenidos
en este ensayo demuestran que ninguna de las dos quinolonas es adecuada para
infecciones sistémicas, como ya habiamos indicado con rufloxacina, ya que con
cualquiera de las dos, sélamente se obtiene un titulo > 1:8 en el primer tiempo de toma
de muestra (2h) frente a . coli. Si se considera un titulo > 1:10 que, como ya se explicd
en la introduccidn de esta tesis se correlaciond con erradicacion bacteriana en un modelo
farmacodindmico in vitro previo realizado con una quinolona (42), se obtiene la misma
conclusion, ya que a ningun tiempo se alcanza esta actividad bactericida por parte de
ninguna de las dos quinolonas. En este analisis es necesario considerar que para la
determinacion de los titulos bactericidas se ha utilizado suero basal de cada voluntario
con un 20% de caldo Isosensttest como medio, seglin estudios previos (111, 112), para
simular al maximo las condiciones in vivo, considerando que sélo la fraccidon antibiotica
libre (no unida a proteinas) es microbiologicamente activa (113). La utilizacién de caldo
como diluyente en vez de suero del propio voluntario, puede llevar a determinar titulos
bactericidas falsamente mas altos (114) al no tenerse en cuenta la union a proteinas. En
los ensayos realizados, el suero utilizado como diluyente no fue previamente inactivado
por calor, sin embargo su actividad bactericida era despreciable ya que la actividad

bactericida sérica basal fue < 1:2.

Los farmacos concentracion-dependiente como las fluoroquinolonas presentan una
accion ligada al area bajo la curva concentracion plasmatica-tiempo (AUC) (25), siendo
la relacion AUC/CMI el pardmetro farmacodinamico mas predictor de la eficacia
microbioldgica. En un estudio previo realizado con ciprofloxacina se correlaciond el
resultado clinico de la infeccion con el valor determinado para esta relacion,
demostrandose que un AUC/CMI < 125 se correlacionaba con un 60% de cultivos
positivos tras dos semanas de tratamiento, AUC/CMI entre 125 y 250 se correlacionaba
con un 25% de cultivos positivos después de 7 dias de tratamiento, presentando la
mayorfa de los pacientes erradicaciéon a los 14 dias, y un AUC/CMI > 250 se
correlacionaba con erradicacion microbiologica tras 4 dias de tratamiento o, lo que es lo

mismo, AUC/CMI entre 125 y 250 predecian muerte bacteriana lenta, y AUC/CMI >
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250, muerte bacteriana extremadamente rapida (115). Si se determina el valor de la
relacidon AUCo.p4 /CMI para rufloxacina y norfloxacina con los datos obtenidos en el
ensayo Fase I realizado, se obtienen los mismos resultados que se obtenian analizando
los titulos bactericidas: la relacion AUCo24/CMI es menor de 125 para ambas
quinolonas (87,27 versus 47,44 para E. coli y 21,82 versus 11,86 para S. aureus para
rufloxacina y norfloxacina respectivamente), por lo que podemos concluir que su
actividad sistémica es baja y no deben ser antimicrobianos de eleccion en el tratamiento

de ese tipo de infecciones.

Analizando la actividad bactericida en orina, los titulos bactericidas fueron determinados
analogamente a los titulos séricos, utilizando la orina basal de cada voluntario con 20%
de caldo Isosensitest como medio para diluciéon, para asemejar en lo posible las
condiciones in vivo, siendo también en este caso despreciable la actividad intrinseca de la
orina por ser el titulo basal < 1:2. Los titulos determinados corroboran lo descrito
anteriormente con los niveles, demostrandose una actividad bactericida alta y sostenida
con rufloxacina tanto frente a L. coli como a S. aureus, siendo en cualquiera de los
tiempos determinados mayor de 1:4, que como ya vimos en la introduccién, en un
estudio previo (41) se correlaciond este titulo con curacion clinica en al menos el 90% de
los pacientes que presentaban dicha actividad bactericida. Rufloxacina presentd unos
titulos 16 veces superiores (4 diluciones) a 1:4 a lo largo de las 72 horas de toma de
muestra frente a E. coli y titulos 4 veces superiores (2 diluciones) durante el mismo
periodo frente a S. aureus. Si se anahza el area bajo la curva de titulos bactericidas de
orina (AUBC), que es un indice de los efectos farmacodinamicos de un antimicrobiano
(49) al integrar la actividad bactericida in vitro con el perfil farmacocinético del farmaco,
los valores de AUBC en orina de rufloxacina son superiores a los de norfloxacina a pesar
de las diferencias entre las CMBs de norfloxacina y rufloxacina (la CMB de norfloxacina
es ocho veces menor para F. coli y cuatro veces menor para S. aureus). La explicacion
de estos altos valores de AUBC para rufloxacina se debe basar en los altos y mantenidos

niveles en orina.
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Los titulos bactericidas teoricos y experimentales concuerdan en el caso de norfloxacina
frente a las dos cepas ensayadas y en el caso de rufloxacina frente a S. qureus. Es
importante sefialar que el disefio cruzado del estudio, la utilizacion de métodos
estandarizados con los mismos microorganismos, y la utilizacion de la orina pre-
tratamiento del propio voluntario en el medio de dilucion de la orina problema del mismo
voluntario, pueden haber contribuido a la obtencion de esta prediccion. Sin embargo los
titulos experimentales de rufloxacina frente a F. coli fueron superiores a los esperados.
La explicacion de este hecho puede deberse a la presencia en orina de un metabolito
activo de rufloxacina, el N-desmetil derivado. Este metabolito se encuentra en orina a
concentraciones bajas (alrededor de 5 pg/ml) (50, 92), presentando una actividad similar
a rufloxacina frente a £. coli y una actividad alrededor de ocho veces menor que ésta
para S. aureus (106). Aunque se encuentre en orina a concentraciones subinhibitorias, su
accion puede incrementar la accion de rufloxacina frente a £, coli, lo que no ocurriria
frente a S aureus por presentar menor actividad, aunque a pesar de ello, los titulos
experimentales de rufloxacina frente a §. awreus fueron superiores a los tedricos
determinados, demostrandose también una adicién entre rufloxacina y su metabolito

frente a S. aureus (aunque menor que la obtenida frente a E. coli).

La diferencia significativa en la razén titulo experimental/tedrico de rufloxacina versus
norfloxacina refuerza la sospecha de la contribucion del metabolito de rufloxacina a la
actividad de ésta. El AUBC puede utilizarse también para evaluar el efecto de la
combinacion de dos antimicrobianos, defimiéndose sinergismo como un AUBC para la
combinacion significativamente superior al AUBC de cada uno de los dos
antimicrobianos aislados (116). Las diferencias significativas entre el AUBC
experimental y teodrico de rufloxacina pueden atribuirse por tanto al metabolito activo,
aunque exista una dilucion progresiva en el método de determinaciéon de la actividad
bactericida que puede minimizar este efecto en el caso de antimicrobianos concentracion-

dependiente (116).

Otro andlisis de las AUBCs obtenidas en este estudio podria hacerse desde el punto de

vista de susceptibilidad in vitro. En este caso, la actividad bactericida ex vivo deberia
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seguir la misma proporcion que la actividad bactericida in vitro, es decir, si las CMBs
determinadas in vitro para rufloxacina frente a I. coli y S. aureus fueron respectivamente
2 y 4 ug/ml (proporcion de actividad: 2:1), las AUBCs frente a £. coli y S.aureus
deberian seguir esa proporcidon como ocurre con las AUBCs tedricas deternunadas
(1.116 para E. coli versus 558 para S. aureus). Sin embargo esta proporcion no se
mantiene con las AUBCs experimentales de rufloxacina (4.116 para £. coli versus 1.096
para S. aureus), donde la proporcion pasa a ser 4:1. Esto indica nuevamente la adicion
de la acciébn de concentraciones subinhibitorias del metabolito a la actividad de
rufloxacina. En el caso de norfloxacina, la proporcion E. coli:S. aureus de la actividad

bactericida in vitro (4:1) se mantiene considerando las AUBCs experimentales y tedricas.

En la determinacién de los titulos tedricos se ha utilizado los niveles de antimicrobiano
determinados por método biologico, sin embargo se ha considerado que estos niveles
correspondian siempre a rufloxacina (a pesar de que el metabolito activo debia estar
presente en la orina de los voluntarios sanos tras una dosis de rufloxacina), ya que el
método de difusion utilizado para la determinacion de niveles no permite la deteccion de
sinergismo (117, 118). En los tests de difusion en agar, existe una correlacioén entre la
zona de tnhibicion en el agar y la actividad del antimicrobiano (118), siendo la distancia
al pocillo que se alcanza con una determinada concentracion proporcional a la
concentracion de antimicrobiano en el pocillo (117). Sin embargo si se ponen dos
antimicrobianos en un pocillo, el halo de inhibicion siempre refleja la actividad del
antimicrobiano mas activo de los dos presentes, por lo que no es posible ver sinergismo
en este test (118). En el estudio de rufloxacina se puede considerar que existen dos
antimicrobianos en el pocillo: rufloxacina y su metabolito activo y, aunque ambos
presentan igual actividad frente a £ .coli que fue el microorganismo utilizado para la
lectura, se puede considerar predominante a rufloxacina puesto que se encuentra en
cantidades ocho veces superiores a las del metabolito (40 pg/ml para rufloxacina -segin
los datos obtenidos en el ensayo Fase I- versus 5 ug/ml para el metabolito -de acuerdo

con bibliografia (92)-).
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Los resultados obtenidos en este estudio de prediccidn de actividad bactericida en orina
tienen importantes implicaciones si se considera que las diferencias entre la actividad
experimental y tedrica determinadas pueden aportar una justificacion de discordancias
entre actividad in vitro y resultados clinicos observados. Frente a E. coli ambas
quinolonas presentan unos titulos mayores de 1:10 al menos durante 24 horas tanto
desde el punto de vista experimental como tedrico. Sin embargo, frente a S. aureus,
norfloxacina teoricamente presenta unos titulos superiores a ese punto de corte durante
16 horas (que por tanto cubrirfan todo el intervalo de dosificacidn ya que éste es de 12
horas), pero experimentalmente se comprueba que esto solo ocurre durante 8 horas (no
cubriendose por tanto en la realidad el intervalo de dosificacion). En el caso de
rufloxacina ocurre lo contrario, los titulos teoricamente no estarian nunca frente a S.
aureus por encima del punto de corte 1:10 y, sin embargo experimentalmente se
demuestra que se alcanzan titulos superiores (1:16) durante al menos 72 horas. Por lo
tanto, en el caso de norfloxacina se sobreestimaria la actividad frente a Staphylococcus,
estableciendo intervalos de dosificacidon que no cubririan este género y podrian ser
responsables de la menor eficacia observada con esta quinolona frente a S. saprophyticus
cuando se administra como dosis Unica (99) y, respecto a rufloxacina, se subestimaria su
actividad ya que desde el punto de vista experimental, con una soéla dosis, cubriria tres
dias de actividad frente a los dos microorganismos utilizados a pesar de que tedricamente
solo cubriria a K. coli. Teniendo en cuenta estos resultados de actividad bactericida, la
dosis a ensayar en el estudio Fase III en ITU fue la misma del ensayo Fase I para
rufloxacina (400 mg en dosis uUnica), utilizdndose la pauta de norfloxacina registrada
(400 mg /12h durante 3 dias). Como ya se ha comentado los resultados microbiologicos
obtenidos en el ensayo Fase III confirmaron la buena actividad de ambas quinolonas con
estas pautas de dosificacion, aunque los titulos bactericidas determinados fueron
inferiores a los del ensayo Fase I con las dos quinolonas, debido a que el intervalo de
toma de muestra fue posterior al ultimo determinado en el ensayo Fase I (72-84 horas
versus 60-72 horas en el ensayo Fase I) y a que el microorganismo utilizado en cada
determinacion en el ensayo en ITU era el microorganismo aislado en cada paciente,
habiendo por tanto una variabilidad entre las cepas de £. coli. Con las dos quinolonas,

los titulos determinados cubren los intervalos de dosificacién establecidos frente a E,
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coli, no teniendose informacion suficiente cuando S saprophyticus fue el microorganismo
aislado por ocurrir esto en un bajo nimero de casos, lo que no permite valorar la

prediccidn realizada frente al género Staphylocaccus.

En este ensayo Fase III también se observa una dicotomia entre el indice terapéutico
determinado vy los titulos bactericidas ya que éstos 1ltimos no difieren en gran medida
entre rufloxacina y norfloxacina, mientras que la diferencia de indices terapéuticos es
aproximadamente diez veces mayor para norfloxacina (como corresponde a su mayor
actividad in vitro). Esta dicotomia puede ser también un reflejo de la mayor actividad

bactericida de rufloxacina in vivo debido a la presencia del metabolito activo en orina.

La eficacia demostrada por rufloxacina en cistitis no complicadas no se repitid en el
ensayo realizado en uretritis gonocécicas, demostrando en este tltimo estudio ademas de
fracaso clinico y microbioldgico, una induccion in vivo de resistencia en las cepas de N.
gonorrhoeae aisladas. La explicacion de este hecho no puede basarse en el indice
terapéutico alcanzado en suero que, como se describe en la introduccién, debe ser de al
menos 10 para asegurar la erradicacion bacteriana y la aparicion de resistencias, ya que
considerando los niveles en el pico sérico alcanzados en el ensayo Fase | con la misma
dosis (aproximadamente 5 pg/ml) y las CMI de rufloxacina de las cepas de N
gonorrhoeae aisladas en los pacientes incluidos (0,25 pg/ml), se puede comprobar que el

indice terapéutico es aproximadamente dos veces superior al necesario.

Por otra parte, hay que considerar que diversos estudios han demostrado la penetracién
intracelular de V. gonorrhoeae tanto en neutréfilos como en células del epitelio uretral
(119, 120) y considerando que la capacidad de penetracion de los distintos
antimicrobianos es diferente, puede ser este uno de los criterios claves para la prediccion
de eficacia. Por ello, las concentraciones bactericidas de suero pueden no predecir
eficacia frente a microorganismos intracelulares facultativos como N. gonorrhoeae (121).
Sin embargo las fluoroquinolonas son un grupo de antimicrobianos que se caracteriza
por presentar una alta penetracion intracelular tanto en células fagociticas como no

fagociticas, con cocientes concentracion intracelular/extracelular de 4-12 (122, 123), lo
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que unido al amplio espectro antimicrobiano, la buena biodisponibilidad y la larga
semivida, explicaria la buena eficacia demostrada por este grupo de antimicrobianos en el
tratamiento de la infeccion gonocdcica con dosis tnica (77, 78, 124, 125). En el caso de
rufloxacina, los datos recogidos de los estudios de penetracion intracelular realizados
con células fagociticas y no fagociticas demuestran una buena penetracion de
rufloxacina, aunque menor de la observada con otras quinolonas ya que el cociente
intracelular/extracelular es de 3 (126), siendo esta penetracion superior en el caso de

células fagociticas como ocurre en el resto de quinolonas.

Estudio farmacodinamicos in vitro previos realizados con quinolonas (127, 128) han
demostrado que durante la exposicion bacteria-antimicrobiano, se produce una aparicion
de subpoblaciones resistentes que son inicialmente pequefias (<10%) pero que en algunos
casos resultan ser las predominantes tras 24 horas de exposicion. La presencia de altas
concentraciones de antimicrobiano retrasan el tiempo de aparicion de subpoblaciones
resistentes, presumiblemente debido a que eliminan mayor numero de mutantes
resistentes (incluso aquellos con las CMIs mas altas) de la pequefia subpoblacion
altamente resistente (129). Estos estudios sientan bases para la utilizacion terapeutica de
dosis altas de quinolonas o dosts que proporcionen altas concentraciones de estos

antimicrobianos.

En el caso de N. gonorrhoeae la diana principal de las quinolonas es la girasa (130),
formandose el complejo quinolona-girasa-DNA que va seguido de una rapida, reversible
inhibicién de la sintesis de DNA, cese del crecimiento, ¢ induccién de la respuesta SOS
(130). Una de las consecuencias de la respuesta SOS es la mutagénesis inducida por las
quinolonas y ésta puede ser importante si contribuye a la adquisicion de resistencia a
quinolonas (130), lo que se corresponde con la mutacién encontrada en el gen gyr4 que
codifica la subunidad A de este enzima y una ausencia de mutacién en el gen parC que
codifica una subunidad de la topoisomerasa IV. La mutacion en el gen gyr4 induce una
resistencia moderada mientras que las mutaciones dobles en el gyr4 y parC inducen una

alta resistencia (130).
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La resistencia ocurrida en el ensayo en uretritis gonocdcica podria basarse en la
concentracion intracelular aicanzada de rufloxacina, que seria capaz de inducir la
respuesta SOS (que daria lugar a la mutagénesis que produjo la resistencia), no
lograndose alcanzar niveles suficientemente altos que produjeran la lisis celular como
consecuencia de la liberacion de trozos sueltos de DNA de los complejos de la girasa
(130). Por otro lado, es necesario también considerar las diferencias de letalidad
existentes entre las distintas quinolonas, ya que se ha demostrado que ciprofloxacina y
quinolonas C-8 metil derivados son capaces de liberar subunidades de complejo DNA-
girasa en mayor medida que otras como norfloxacina (130, 131), lo que las hace
particularmente letales, aunque existen otros autores que indican que no existe
correlacion entre la cantidad de hebras de DNA liberado y la muerte bacteriana
producida (132). Las diferencias de letalidad de unas quinolonas a otras podria estar de
acuerdo con la idea de que no todas las quinolonas presentarian el mismo mecanismo de
accion como se creyd en un principio (133). En este sentido podria ser que el mecanismo
de accion de rufloxacina fuera mas parecido al de norfloxacina (puesto que no se trata de
un C8-metil derivado) por lo que seria un compuesto que presentara una menor
capacidad de liberacion de trozos de DNA de los complejos, lo cual se traduciria en una

menor letalidad con respecto a otras quinoionas.

La induccién de resistencias in vivo no sélo afectd a rufloxacina sino que fue cruzada

con otras quinolonas y por un mecanismo no conocido afect6 también a tetraciclinas.

4- Indicaciones resultantes/Utilizacién en clinica

El programa de desarrollo de un antimicrobiano es obtener informacién con la que poder
evaluar la eficacia clinica y seguridad del farmaco, estableciendo las patologias en las que
la utilizacién del antimicrobiano en estudio representa una ventaja respecto al estandar
habitualmente utilizado. En todos los ensayos realizados con rufloxacina (excepto en el
ensayo de uretritis gonocécica que se disefid con control histérico de acuerdo con la

normativa FDA/IDSA), el farmaco control utilizado fue norfloxacina, farmaco estandar
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en el tratamiento de ITU, por presentar buena actividad frente a uropatogenos y baja

actividad sistémica (como cabia esperar de rufloxacina).

La dosis de rufloxacina estudiada en el ensayo Fase 1 (400 mg) demostréd unas
caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas idoneas para cubrir al menos tres
dias de actividad bactericida en orina después de la administracién de una dosis Unica,
por lo que fue la dosis utilizada en el estudio de eficacia de rufloxacina en cistitis no
complicadas. Este ensayo se realizd de acuerdo con la normativa IDSA/FDA,
cumpliendose las condiciones exigidas por ésta para considerar adecuado un nuevo

régimen de dosificacion de un antimicrobiano:

1- Tamafio de la muestra > 150 pacientes

2- Al menos el 50% de las pacientes incluidas deben tener un cultivo inicial con > 10°
ufc/mli de un uropatogeno.

3- Mas del 75% de las pacientes deben presentar erradicacion microbiologica y curacion
clinica en el control realizado a los 5-9 dias (primer control).

4- Al menos el 50% de las pacientes que acudieron al primer control deben acudir a la
visita de seguimiento a largo plazo 4-6 semanas después del tratamiento

5- Mas del 65% de las pacientes que acuden a la visita de seguimiento a largo plazo

deben presentar curacion clinica y microbiologica.

En el ensayo realizado, el 71% de las pacientes incluidas presentaba un recuento
bacteriano en el cultivo inicial > 10° ufc/ml, por lo que los resultados fueron obtenidos en
una mayoria de pacientes que presentaban el criterio mas estricto de definicion de ITU
(18), aunque no se observo diferencias de eficacia estratificando a las pacientes de
acuerdo con el recuento inicial en dos grupos > 10° ufc/ml y < 10° ufc/ml, lo que esta de
acuerdo con lo hallado por otros autores que demuestran ademas que en la mayoria de
casos, los recuentos bajos se convierten en recuentos altos si no se aplica tratamiento

antimicrobiano (134).
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Si se analiza los resultados de eficacia clinica obtenidos en este ensayo, se observa una
discordancia entre sintomatologia y hallazgos microbiologicos. En el grupe de
norfloxacina, en la primera visita control hay un 1% de fracasos microbiologicos versus
un 4% de fracasos clinicos; esto no se observo con rufloxacina en esta visita (6% versus
6,1%). Esta discordancia puede deberse a que en algunos casos los sintomas persisten
varios dias después de la erradicacion bacteriana (97), hasta un maximo de 3 dias
después de la erradicacion (135), cifrindose en un 20% los casos de pacientes que
presentan remision tardia en cada pauta de tratamiento (97). En la visita a largo plazo,
las cifras fueron 8% fracasos clinicos versus 5% fracasos microbioldgicos para
rufloxacina y 7% versus 4% respectivamente para norfloxacina. Por tanto los fracasos

clinicos fueron superiores a lo que cabria esperar de los resultados microbiolégicos.

En todos las recurrencias observadas, el microorganismo aislado fue sensible al
antimicrobiano aplicado por lo que se puede concluir que, a diferencia de lo que ocurrié
en el tratamiento de uretritis gonococica, no se produjo ningin caso de desarrollo de
resistencia in vivo. Esto es importante teniendo en cuenta las Gltimas cifras de resistencia
a quinolonas de £. co/i en nuestro pais que son de aproximadamente el 26% (136, 137),
aunque cabe seiialar que la seleccién de resistencias ocurre principalmente en
tratamientos de ITU complicada o recurrente (138, 139). En este estudio, al excluirse las
pacientes con complicaciones uroldgicas y aquellas con historia de ITU recurrente vy, al
tratarse de cistitis no complicadas con altos niveles en orina de ambas quinolonas, se
excluian posibilidades de resistencias previas o de desarrollo de resistencia durante el

tratamiento.

Por tanto, de los resultados obtenidos en este ensayo cabe concluir que ambas
quinolonas presentaron buena eficacia en el tratamiento de cistitis no complicadas. En
relacion al perfil de seguridad de ambas quinolonas, cabe destacar que el ensayo no fue
doble ciego, por lo que las pacientes conocian el tratamiento aplicado en cada caso. Esto
puede haber influido en la comunicacion de acontecimientos adversos en uno y otro
grupo, ya que el porcentaje con norfloxacina fue algo inferior (12%) al encontrado en

publicaciones previas (19%) con el mismo régimen de dosificacion (102). Asimismo en
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este ensayo no hubo ningin acontecimiento relacionado con el sistema nervioso central
(SNC) en el grupo de norfloxacina, aunque han sido comunicados en estudios previos
(95, 102, 104) y es un tipo de acontecimiento adverso que se conoce con todas las
fluoroquinclonas  (140). Por el contrario con rufloxacina el porcentaje de
acontecimientos adversos fue similar al encontrado por otros autores (20% versus 14-
21%) después de distintas pautas de tratamiento (141-143). Esta cifra estd altamente
influenciada por el porcentaje de acontecimientos relacionados con el SNC (12%
pacientes), cifra similar a la encontrada en otro ensayo (13%) (141) pero superior a la de
otro en donde solo se comunicaron cinco casos entre 127 pacientes tratados durante 10

dias con rufloxacina (142).

En consecuencia, el programa de desarrollo de rufloxacina centrado en las infecciones
genitourinarias demostré que rufloxacina en dosis unica de 400 mg era tan activa como
la pauta estandar de 3 dias con norfloxacina 400 mg/12h en el tratamiento de la cistitis
no complicada, pero sin embargo fracaso desde el punto de vista clinico y microbiologico
en el tratamiento de la uretritis gonococica, produciendo ademas un desarrollo de
resistencias in vivo. Basado en su espectro antimicrobiano (buena actividad frente a F.
coli y baja actividad frente a anaerobios), la concentracion alcanzada en heces, y la
decontaminacion selectiva (demostradas estas dos tltimas en el ensayo Fase I), puede
ofrecer ventajas en la prevencion de recurrencias en ITU, Logicamente no se realizaron

ensayos posteriores para el tratamiento de otras ETS tras el fracaso en gonococia.
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| Los parametros farmacodinamicos que relacionan los datos farmacocinéticos
obtenidos tras la administracion de una dosis unica de rufloxacina y norfloxacina con los
datos de susceptibilidad in vitro, demuestran que ninguna de las dos quinolonas es vélida

para el tratamiento de infecciones sistémicas.

2 Rufloxacina alcanza unos niveles en orina de aproximadamente 40 pg/ml tras una
dosis tinica de 400 mg que se mantienen durante al menos 72 horas tras la administracion
oral de la dosis, lo que la hacen indicada para su estudio en monodosis en el tratamiento

de cistitis no complicadas.

3 La eficacia clinica y microbiologica en cistitis no complicada en mujeres
alcanzada con rufloxacina 400 mg dosis Unica fue igual a la obtenida por la pauta
estandar de norfloxacina de 400 mg/12 horas durante tres dias de tratamiento. Los datos
farmacocinéticos determinados avalan esta determinacion de eficacia por encontrarse
iguales niveles de ambas quinolonas en la orina de 12 horas recogida tras 72 horas de la
administracion de rufloxacina o tras 12 horas de la Gltima dosis de norfloxacina, asi como
la similar actividad bactericida urinaria a pesar de las diferencias de susceptibilidad de los

aislamientos iniciales,

4 Se demuestra en el ensayo de Fase I un efecto paraddjico ex vivo de norfloxacina
por presentar mayor actividad la orina recogida 8-12 horas tras la administracion de una
dosis unica de 400 mg que la orina recogida en el intervalo 0-2 horas que presenta unos

niveles al menos 4 veces superiores.

5 La actividad bactericida de la orina determinada en el ensayo Fase I con
rufloxacina fue superior a la esperada tedricamente probablemente debido a la presencia
de un metabolito, que aun en bajas concentraciones en orina, actia sinergicamente con la
molécula madre. Por el contrario la actividad de norfloxacina en orina calculada fue
superior a la determinada experimentalmente frente a S. aureus. Por tanto el calculo

teorico de la actividad antibacteriana a lo largo del tiempo no parece adecuado ya que en
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el caso de rufloxacina la actividad estaria infravalorada mientras que en el de

norfloxacina estaria, por el contrario, sobrevalorada.

6 Las relaciones establecidas entre las distintas areas bajo la curva de actividad
bactericida en orina tedricas y experimentales permitié demostrar el sinergismo entre
rufloxacina y su metabolito confirmandose la posibilidad de utilizar este parametro para
evaluar el efecto de la combinaciéon de dos antimicrobianos y la sospecha de un

metabolito activo.

7 Los niveles de rufloxacina determinados en heces hasta 7 dias después de una
dosis Gnica, junto con su actividad frente a £. coli y su falta de actividad frente a
anaerobios podrian presentar una ventaja para esta quinolona al disminuir la probabilidad
de recurrencias tempranas en cistitis y hacerla potencialmente atil para la

decontaminacion selectiva del tracto gastrointestinal.

8 Se demostré fracaso microbiologico y clinico de rufloxacina 400 mg en el
tratamiento de uretritis gonocdeica en varones que se correlaciono con la demostracion

de desarrollo de resistencias in vivo durante el tratamiento.

9 Existen factores que no se incluyen en la relacion de parametros farmacocinéticos
y susceptibilidad in vitro como son la existencia de metabolitos activos, el efecto
paraddjico ex vivo y la existencia o no de concentracién dependencia en las curvas de
muerte bacteriana, que pueden hacer sobrevalorar o infravalorar la actividad
microbiologica ex vivo a lo largo del tiempo (al no coincidir con la determinada
experimentalmente), lo que podria inducir al establecimiento de intervalos de dosificacion

no adecuados desde el punto de vista de eficacia o de desarrollo de resistencias.
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