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1. ABREVIATURAS



ABC Area bajo la curva deconcentracióndeantimicrobiano

respectoal tiempo

ADN Ac.desoxirribonucleico

ARN Ac.ribonucleico

AS/V Relaciónáreade supeificie1 volumen

Cmás Concentraciónmáximade antimicrobianoen suero

CMB Concentraciónmínima bactericida

CMI Concentraciónmínima inhibitoria

EPA Efectopostantibiótico

IM Intramuscular

IV Intravenoso

M-H MUeller-Hinton

PALE Efectopostantibióticoleucocitario

PBPs Proteinasfijadoras de penicilina

PMN Leucocitospolimoifonucleares

SNC Sistemanerviosocentral

UFC Unidadesformadorasde colonias

UD Tratamientode una dosisdiaria

ID Tratamientode tres dosisdiarias

2



H. JUSTIFf CAClON Y ORIETIVOS



Just4ficacióny objetivos

El estudiode losfármacosantimicrobianosabarcaun camponuyamplio que

implican necesariamenteal huéspedy microorganismo,conmuchaslagunasaúnpor

resolver. Una de ellas es el efecto postantibiótico (EPA), definido como una

supresión del crecimiento bacteriano tras una corta exposición a un agente

antimicrobiano(133),y aunqueestefenómenofié observadoen los años40 (23, 55,

56, 154), hasta hace dos décadas(26, 29, 132, 201, 206) no había tenido la

consideracióny aplicacionesque hoy en día se conocen.La másimportantees la

posibilidaddeespaciarlas dosisde antimicrobianoen una terapia antiinfeciosasin

miedo a perdereficacia, reduciendoconsecuentementeefectossecundariostóxicos

y costesmédicos,ademásdefacilitar la medicaciónalpaciente(62, 144, 194, 197).

La investigacióndel EPA requiere una estandarizaciónde las técnicaspara

valorarlo. En estesentidolos trabajos “in vitro” (6, 23, 29, 100, 122, 132, 133,

135, 164)se encuentranmásadelantadosquelos “itt vivo”. En los primerosexisten

variastécnicas,algunasmásutilizadasqueotras,perolos criterios desupresióndel

crecimiento bacteriano, aposición al antibiótico y evaluación del EPA, son

comparablesy los datos coherentes. No sucede lo mismo con los modelos

experimentalesanimales(90, 148, 162, 173, 203) que ademásde encontrarmenos

estudios,quizá por su mayorcomplicacióny laboriosidad, los resultadossonmás

variablesy las técnicasmuy distintas. En estetrabajo se emplearándos de las

técnicasdeevaluacióndelEPA “itt e itt viyo” (133, 203)másestandarizadas

y aceptadas,contribuyendocon su estudioy aplicación a aportar una base más

sólidapara la comprensiónde esteefecto.

Los antimicrobianosconstituyenunoscompuestosampliamenteutilizados en

clínica y los factores que determinanlos regímenesde dosificación deben ser

analizadoscon minuciosidad,entre ellosel efectopostantibiótico. Ciertasfamilias

de antimicrobianos,comolos aminoglicósidosy quinolonas(183, 203),muestranun

EPA másprolongadoque otras (43, 90),por lo queel estudiodeestefenómeno
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Just4ficacióny objetivos

puededescubrirdatosmuy interesantesen la dosificaciónde estosfármacos,sobre

todo en las nuevasy prometedorasmoléculas(36, 157, 184).

Teniendoen cuentalo anteriormentedicho los objetivosde estetrabajo son:

JO) Estudiar la actividad “itt vitro “, CMI, CMB y efecto bactericida, de

gentamicina,netilmicina, isepamicina, ciprofloxacino, fleroxacinoy

lomefioxacino frente a Stavhvlococcus aureus ATCC 25923 y

Escherichiacoli ATCC25922.

20) Evaluarel EPA “itt vitro” dedichosantimicrobianosy cepasestándar

mediantela técnica de eliminaciónpor dilución.

30) Evaluar el EPA y efecto bactericida “itt vivo” de los mismos

compuestosy microorganismosmedianteel modelode infección en

muslo en ratón neutropénico.

40) Analizar comparativamentela eficaciade la experimentaciónanimal

y los estudios“in vitro” para la evaluacióndel EPA.

50) Revisarla influenciadel EPAy otrosfactoresen la instauraciónde los

regímenesde dos¡ficaciónde aminoglicósidosyfluorquínolonas.
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III. INTRODUCCION



Introducción

El conocimiento,en el sentidomásamplio, dela microbiologíay la infección,

se ha reveladohoy en día como uno de los pilares fundamentalesde la medicina

modernacon importantesrepercusionessanitariasy sociales.

La apariciónde la “era antimicrobiana”y el desarrollode la quimioterapiaa partir

de los años40, permitió un espectacularavanceen la historia de la humanidaden

su lucha contra la enfermedadinfecciosa,causahastaentoncesde un gran número

de muerteshumanas.

Aunque el progreso en esta materia ha sido espectacular (por ejemplo la

erradicación de la viruela), quedamuchocaminopor recorrer, y surgen nuevas

enfermedades(comoel SIDA y lasproducidaspormicroorganismospocohabituales)

y nuevosantimicrobianos(por ejemplolas modernasquinolonas),sobrelos quehay

queseguirestudiandoe investigando.

En la relación huésped-microorganismo-antimicrobianoflg. 1)

HUESPED

RE8ISTENCIA

MICROORGANISMO _________ ANTIMICROBIANO
8ENSIBILIDAD

Fig. 1- Triángulo de Davis.

FARMACOCINETICAINFECCION

INMUNIDAD TOXICIDAD

h.
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Introducción

intervienenfactoresqueseinrerrelacionany quees importanteno olvidar a la hora

de encontrar el antimicrobiano ideal, es decir, aquél que sea especificodel

microorganismoe inocuopara el hombre.

Aunque algunos puntosde estetriángulo se conocenmejor (infección) que otros

(inmunidad),esquizásla relaciónmásestudiada,la antimicrobiano-microorganismo

(60, 97, 104) y, respectoa ella, aún se siguenencontrandoaspectosnuevos,sobre

todo con quimioterápicosmodernos (93, 115, 119, 175), que influirán en su

aplicaciónpráctica (110, 142, 146, 152, 189).

Así, la evaluación de un antimicrobiano por su sensibilidadfrente a los

microorganismos,tanto “itt Furo” como “itt vivo “, constituye un primer paso

esencialpara lograr el objetivoprincipal de la microbiologíamédica,estoes,poner

fin a las enfermedadesinfecciosasen el hombre.

1. ANTIMICROBIANOS

Durantemuchasdécadaselprinc¡ival controlde lasenfermedadesbacterianas

se basócasiexclusivamenteen suprevención.La ideade una accióndirecta sobre

el parásito la sugirió Paul Ehrlich a principios de siglo, y conél empezólo quese

conocecomo “quimioterapia”, no obstante,sus éxitosfueronmuy limitados.

El desarrollo de la industria antimicrobiana se inició en 1935 con la

aparición de las sulfamidas,aunqueel gran avancelo supusoel descubrimientodel

primerantibiótico (agentesantimicrobianosde origenmicrobiano),la penicilina,por

AlexanderFlemingen 1929. Estasepurificó y comercializócongran éxitodiezaños

despuésy estehechosetradujo en la búsquedade nuevosantibióticos, hastaque en

1944 Waksmany cols. descubrieronla estreptomicina.

8



Introducción

A partir de los años40, han sidoaisladosycaracterizadosmiles defármacos

y antibióticos (en generalllamados “antimicrobianos’9, ya seande ohgennatural,

mejoradospor transformaciónquímicao sintetizadosquímicamente,aunquesóloun

pequeñapartede éstostiene valor terapeático.

La clasificación de los antimicrobianos se realiza teniendo en cuenta

principalmentecriterios de acción ant/microbianay de estructuraquímica(7):

1. inhibidoresde la síntesisde la paredcelular

(beta-lactámicos,glicopéptidos,bacitracina, lipopéptidos,glicolipopéptidos,

fosfomicinas)

2. Inhibidoresdeácidosmicólicos

3. Activossobremembranacitoplásmicabacteriana

(péptidoscíclicos,polimixinas)

4. Quelantesde ionesmetálicos

(8-hidroxi-quinoleínas)

5. Inhibidores de la síntesisdeproteínas

(aminoglicósidos, macrólidos, lincoswnidas,tetraciclinas, cloranfenicoles,

ácidoflisídico, estreprograminas)

6. Inhibidores deácidosnucleicos

(quino/onas,novobiocinas,rifamicinas, 5-nitro-imidazoles,5-nitro-furanos,

ant¿fálicos)

Paralelamenteal usomasivodelos ant/microbianos,el microorganismocreó

suspropios mecanismosde resistenciafrente a dichosfármacos. Este temaes de

gran interésy actualidad (87, 179, 185), al no existir en la actualidadantibióticos

de uso clínico que no hayaninducido resistenciasen las bacterias (7).
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Introducción

La resistenciabacterianavienedeterminadapor las característicasgenéticasde una

especie o por material genético adquirido en procesos de transformación,

conjugación o transducción. Los mecanismos son variados y encontramos

inactivacionesporenzimas,impermeabilidadal pasodel antimicrobiano,alteración

del objetivodel antimicrobiano, etc...

Losantimicrobianosseencuentrancon otro tipo deresistencia,la ambiental,

debida a factoresjísicos (temperatura, luz) o químicos (pH, iones, presenciade

oxígeno)donde crece la bacteria (40, 93, 185). En estepunto, conociendo los

aspectosque afectana la actividadbactericidade un antibiótico, sepuededecidir

dóndey cuandoéstedebeser aplicado.

El estudiodel ant/microbianoy todo lo quepuedainfluir sobresu actividad,

sobretodo enel casode prometedorasmoléculasnuevas,pennitiría

el planteamientode una terapia más racional y una política de antibióticos más

controlable, lo cual supondríasiempreun mayorbeneficiopara el paciente.

Li. AMINOGLICOSIDOS

Desdeque se descubrióla primera sustanciaantibiótica de estefamilia, la

estreptomicina,estagrupode antimicrobianosha sidoy continúasiendouno de los

másutilizadasen la terapéuticaclínica habitual.

El descubrimientode nuevoscompuestossemisintéticos,derivados de los

antiguos,y la controversiasobrelaspautasdeadministración,hacendeestafamilia

de antimicrobianos,una de las másactualese interesantespara su estudio.

Su origen es natural o semisintéticoy, su estructura químicaconsisteen
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Introducción

aminoazúcaresunidospor puentesglicosídicosa aminociclitoles, denominándose

correctamente “aminoglicósidos aminociclitoles”, aunque habitualmentesólo se

utiliza para designarlosel término “aminoglicósidos“.

Clasificacionde los aminoglicósidossegúnsu estructuraquímica(7)

1. de ciclo estreptamina

estreptomicina

2. <le ciclo deoxiestreptamina

* 4,5 sustituidos

neomicina,paramomicina/aminosidina,ribostamicina

* 4,6 sustituidos

kanamicina,dibekacina,tobramicina, amikacina

* grupo gentamicina

gentamicina,netilmicina, isepamicina, sisomicina
* espectinomicinas

espectinomicina,trospectomicina

El mecanismode acción de los aminoglicósidossería doble (7, 47, 48, 86,

98, 155, 168):

1.- ính/biciónde la síntesisdeproteínaspor suunión a la subunidad30S

del ribosoma bacteriano,provocandofallos de lectura del RNA-m,

con fabricación de complejosaberrantesen la iniciación de la

síntesis, y aparición de proteínas anómalas(efectoprimariamente

bacteriostático).

2.- Alteracionesen la membranadebidasa la inserciónde proteinaslas

cualesproducencanalesanormales,conpérdidade moléculas

11



Introducción

esencialesy entrada masiva de aminoglicósido (efectode carácter

bactericida).

La penetración “primaria” de los aminoglicósidos (48, 185) a travésde la

membranacitoplásmica(probablementepor dWsiónpasiva)esmuypequeña,y sólo

algunasmoléculasllegan a los ribosomas.Sin embargoestasmoléculasquelogran

pasar inducenla síntesisde proteinas anómalasy éstasforman canalesanormales

en la membranaque conducena un estadode “excitación membranaria” con

aumentodel transporte activo de antibiótico. Se produce, entonces,un .fomento

rápido y autocatalíticode la entradade aminoglicós/do,cuya unión al ribosomaes

irreversible, hasta límites incompatiblescon la supervivenciacelular

Su espectrode acción esmuy amplio (27, ¡85), comprendiendola práctica

totalidad de las enterobacteriasy bacilos Gram-negativos no fermentadores,así

comolos cocosGram-pos/tivos(exceptoestreptococos)y Gram-negativos. No tienen

actividadfrente a Haemoyhilus, Bacteroidesfraifilis y otros anaerobios.Sonmás

eficacesfrente a bacterias en crecimiento activo, y los aminoglicósidos más

modernos (netilmicina, isepamicina,)tienen, en general, mejor actividad que los

antiguos (estreptomicina,neomicina,kanamicina).

La acciónesbactericidapuestoqueeliminan el 99%de las bacteriassensiblesa los

60 minutosde contactocon el antibiótico. La actividad disminuyeen condiciones

anaerobiasy no existeefectoinóculo.

Losmecanismosde resistenciafrentea los aminoglicósidosson los siguientes

(7, 175):

- resistenciaribosómica:Seproducepor unamutacióna nivel ribosómicoque

altera la afinidaddel ant/microbianoporél. Es importanteen estreptomicina.

- enzimasmodificantes: Son las más importantes y abundantes,y la

resistenciaal aminoglicósidoseproducepormod¿ficaciónquímicadelmismo.

Estándeterminadaspor plásmidosR tran4feribles.
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Introducción

- imnermeabilidad:por disminucióno bloqueode los lugaresde uniónde los

cationesdivalentes(Ca~+ y Mg~~)y de los aminoglicósidosa la membrana

externaporparte de la proteína H,. Seproducepor mutacion.

En cuantoa la farmacocinética,no se absorbenprácticamentepor el tubo

gastrointestinal,por lo queseadministranvíaintramuscular(JM) o intravenosaav
(185). Se absorbenmuy bienpor serosas (vía subconjuntival,peritonealo pleural).

Penetranpoco en el SNC, ojo, tejidopulmonary secrecionesbronquiales,aunque

sedistribuyenbienpor el organismo.Se eliminanpor vía renal, principalmentepor

filtración glomerular. La vida media de los aminoglicósidos oscila entre 1.5 y 4

horas. La dosisdiaria oscila entre 3-15 mg/kgrepartidosen dos o tres dosis.

La toxicidades variable e importanteentre los distintos compuestos,y son

el factorprincipal limitante del usode los aminoglicósidos(85, 123, 185). La más

importantees la toxicidadauditivay vestibulary la nefrotoxicidad. Tambiénpueden

producir bloqueoneuromusculary reaccionesde hipersensibilidad.Lasdiferencias

cuantitativasde toxicidadentrelosdistintosaminoglicós/dosdependendeltiempode

tratamiento,nivelesséricos,y otrosfactoresde riesgo, como la insuficienciarenal.

Susindicacionessonenprocesossépticosgravesdeposibleetiologíaaerobia.

Respectoa las interacciones se utilizan en combinación con los beta-

lactámicos,aunquehayriesgode unaposibleinactivaciónconlaspenicilinas (177).

A continuación se señalan algunos aspectosde interés particular para

gentamicina,netilmicina e isepamicina,los tres aminoglicósidosestudiadoseneste

trabajo.

13



Introducción

1.1.1. Gentamicina

Es unasustanciaalcalina, muyestablee hidrosoluble,de la cual existentres

variedades,gentamicinaC1, Cia, y C2, (las principalesson C1 y C).

Estructuraquímica:La gentamicinaesun compuestoformadopor un anillo

de desoxiestreptaminaunidopor los carbonos4y 6 a dos aminoazúcares,dejando

un grupo OH libre en posición5. Losdistintos radicalesquepuedeposeerdan los

diferentescompuestosmayoritariosqueforman la gentamicina(C1, 6 y C1). (Ver

figura 2)

H~C

OH

R1R2

Actividadantibacterlana: Tiene buena actividad sobre la mayoría de las

enterobacteriasy Pseudomonas.Tambiénson muyactivasfrente a Stavhvlococcus

.

Muypocaactividadsobreestreptococos,meningococo,gonococoyListeria. Presenta

R
•1

CH3

H

H

CH3

II

CH3

2

H

HNCH3 OH

Fig. 2- Estructuraquímicade gentamicina.
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Introducción

sinergismo con ampicilina frente a enterococoy con las cefalosporinassobre

Klebsiella. También se utiliza el sinergismo con los Il-lactámicos frente a

Pseudomonasaeruginosa(104, 185, 190).

Desarrollo de resistencias:Es rara la resistencia en enterobacteriasy

Stavhvlococcus,aunqueactualmenteseha hechofrecuenteencepasde Pseudomonas

aeru2inosay Serrat/a en los hospitales,que ademássuelenpresentarresistencia

cruzada con tobramicina y amikacina. El desarrollo de resistenciasdurante el

tratamientosuelesermuyescaso(185).

Farmacocinética:Alcanzalos nivelesmáximosvía IM a los 60 minutos(185).

Lasconcentracionesséricasmáximasy mínimasdespuésde una inyecciónde 80mg

sonde 5.1 y 0.6mg/l (a las 6 horas), respectivamente.Por vía IV, tras la infusión

continúade 6.6 mg/hora, se mantienenconcentracionesde ¡ mg!!. La vida media

esde 1.5 - 2 horas, y prácticamenteno se une a proteínas.

1.1.2. Netilmicina

Estructuraquímica:Aminoglicósido semisintéicoderivadode la sisomicina

yde estructura similar al componenteC,0 del complejode la geníamicina,delque

d¿fierepor tenerun radical n-etil. (Verfigura 3)

Actividad antibacteriana: La efectividadfrente a las enterobacteriases

similara la gentamicina,peromenosactivaconPseudomonasaerurinosa.Es activa

contra meningococo,gonococoy Haemovhilusinfluenza.La mayoria de las cepas

de S.aureusy S.epidermidisson sensibles(60, 104, 190).

Desarrollo de resistencias:El principal interésde la netilmicina es su
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actividadfrente a un porcentajede cepas de enterobacteriasy de Pseudomonas

aeru2inosaque han adquirido resistenciaa la gentamicina(127). En general, es

activafrentea cepasque inactivana los aminoglicósidosbienmediantefo.yforilación

o adenilación, y poseeuna actividad variable contra las cepasque se acetilan,

dependiendodel tipo de mecanismo.

Farmacocinética:La dosisdiaria es de 4 a 6,5 mg/kg/díaadministradaen

tres dosisvía IM o IV. La unióna proteinasesmuy baja, delorden de un O a 25%

(79, 205). La vida mediaoscila entre 1,7y 3,3 horasy la d4ti¿siónes, en general,

similar a la de gentamicina(137). En tejidos (corazón,hígado,músculoy ganglios

iinfáticos) sealcanzanconcentracionessimilaresa a las séricas (107). La d¡fusión

extravascularesmásrápida quepara gentamicina(165),por lo que elpico esmás

lento y la desaparicióninicial del plasmamás rápida.

Toxicidad:Menos tóxica que gentamicina,con ototoxicidadbaja y

:3

2

Fig. 3- Estructura químicade netilmicina.
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nefrotoxicidadpoco importante,moderaday reversible (85, 123, 127).

1.1.2. ¡senamicina

La isepamicinaes un antimicrobianoen investigaciónque aún no ha sido

comercializadoen España.

Estructuraquímica:La isepamicinaes un derivado semisintéticol-N-s-ct-

hidroxi-fi-aminopropionilde la gentamicinaB, cuyaestructurasepuedeobservaren

el apanadoanterior (figura 4).

(X <2)

?H94H2<H?04
NMOOCH(OH)

hg. 4- Estructuraquímicade isepamicína.

Actividad antibacteriana:Su poder bactericidaparecemás elevadoque

muchosde los actualescompuestosde estafamilia (8, 103, 138, 160, 174, ¡77,

NH2
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190). Al igual que gentamicinaes activafrente a casi todas las bacteriasgram-

negativas no fermentadoras.Frente a Pseudomonases igual de efectiva que

amikacina. Es activa frente a Stavhvlococu,~coagulasa-positivoy negativo. No

presentaactividadfrente al gonococo,estreptococosdel grupo D ni anaerobios,

aunqueHaemonhilussi tiene cierta sensibilidad.

Desarrollode resistencias:Engeneralpresentaunamenorsensibilidadante

las enzimasinactivantesde los aminoglicósidos (87, 138, ¡74), exceptoalgunas

cepasde Gram-negativos y Pseudomonas,y ciertos Stavhvlococcus.El mayor

número de resistencias se deben a mecanismos de impermeabilidad en

Pseudomonas

.

Farmacocinética:La vida mediaes de 1.8 horas. Para dosis entre 2 y 16

mg/kg se alcanza el pico de concentraciónmáxima entre o.5 y 2 horas. La

eliminaciónseprodujo en un 90%por vía urinaria, conuna pequeñafracciónpor

vía biliar, al igual que gentamicina(138). El porcentajede unión a proteínases

muy bajo, del orden de un 3 a 8% en ratas, perrosy hombre.

Toxicidad: Aunque aún no se ha observado en humanos estudios

preliminaresafirman queisepamicinaesmenosnefrotóxicaen ratasqueamikacina

o gentamicina, aunqueamikacinafue menosototóxica que isepamicinaen un

estudio realizado en cobayas.

1.2. OUINOLONAS

El desarrollode las quinolonastuvoun progresolentoy tuvieronquepasar

másde quinceañosdesdeel descubrimientodel ácidonalidíxico (padre de las 4-
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quino/anas),hasta la apariciónde las quinolonasfluoradasa finalesde los años

setenta.Desdeentonces,hansurgidonuevasfluorquinolonasquehanrevolucionado

la terapiaantiinfecciosaporsusgrandesventajasantibacterianas,farmacocinéticas

y de inocuidaden el hombre.

Las quinolonasno tienen una estructura químicabásica idéntica, pero sí

comparten un esqueleto base que es el anillo 4-oxo-1,4-dihidroquinoleina,

abreviadamente4-quinolona.Derivande cuatrogruposo subfamiliasen las quese

introduceuna serie de mod¿ficacionesque comportanlas diferenciasentre unas

quinolonasy otras. Una característicasde los nuevosagenteses la fluoración de

la estructurabásicallamándoselluorguinolonas,lo quelesconfieremejoractividad

bactericida y menor suseptibilidada las resistencias.Todas ellas son ácidos

orgánicos, y por tanto, intensamentelip4filos y con un alto pK.

Clasificaciónde las 4-quinolonassegúnsu estructura química.

Subfamillas:

1. Naftiridina

ácidonalidíxico, enoxacina

2. Cinolina

cinoxacina

3. Piridopírimidína

ác.piromídico,ác.pipemíd/co

4. Quinolona fluorquinolonas(exceptoác.oxolínico)

dc.oxolínico, acrosoxacina, amifloxacina, norfioxacina,

ciprofioxacina, ofloxacina, pefloxacina,flumequina, fleroxacina,

lomefloxacina,R-835, S-25932

El mecanismode acción es complejoy no estáaclarado totalmente.Se
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podría decir queexistendos mecanismosprincipalesque al actuar conjuntamente

producenla acciónbactericida (64, 78, 96, 186):

1.- Inhibición de la ADN-girasa bacteriana (ADN topoisomerasa11,

inductoradelsuperenrrollamientodelADNbacteriano),evitandola

reparación de las roturas resultantes de la acción de las

subunidadesalfa de la ADN-girasa. Esto explicaría la elongación

anormal observada en la bacteria, ya que el ADN carece de

superenrrollamientoy seencuentrademasiadoexpandido.

2. - Producción de exonucleasas,y consecuentementelisis celular,

probablementepor una unión directa sobre el ADN bacteriano,

(genes SOS ?) manteniendolas interrupciones monocatenarias

realizadaspor la subunidadalfa de la ADN-girasa QQ. (Esto

requeriría síntesisde ARNy de proteínas antes de apreciarse la

actividad de la quinolona).

Estepareceser el mecanismoA de acción de todas las quinolonas, sin

embargo,se ha propuestoun segundomecanismoA adicional que no requeriría

síntesisde ARNy que actúa sobre bacterias que no se dividen, por ejemplo,

ofloxacina, ciprofioxacina, fleroxacina y lomefioxacina,que poseeríanlos dos

mecanismosA y fi. Se especulasobre la aparición de un mecanismonuevo

bactericida presenteen algunas modernasfluorquinolonas(117) queson activas

frentea bacteriasanaerobios,ya queel oxígenosemuestraesencialpara el resto

de las 4-quinolonas(96, 182, 186). Recientementeha habido algunadiscrepancia

sobreestepuntoal observaralgunosinvestigadoresquela presenciao ausenciade

oxígenono influía en la CMI de ciprofloxacina (40).

La fijación celular es rápida (52, 157, 158), cuestión de minutospara

enterobacteriasy 5.aureus, y disminuyecon la presenciade iones magnesioo

calcio, baja temperaturay pHácido. Se ha propuestoel siguientemodelode
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penetraciónde quinolonaspara las bacteriasGranz-negativas. (No hay suficiente

informaciónpara extraer conclusionesen las bacteriasGram-positivas,):

1) El pasode la membranaexternaseria por difusiónpasivaa travésde

porosOmpFo bien víafosfolípidos.

2) El transporte en la membranacitoplásmicaesun procesode dlfi.’sión,

aunquehay alguna evidenciade queesté acopladoa unafuerzaprotón-

motriz.

3) Existe un transporteactivo en la membranacitoplásmicaqueextrae la

quinolonade la bacteria hacia el periplasma

4) El transportehaciael exteriorposiblementeocurrea travésdeporostipo

OmpF, implicandoo no a los fosfolipidos.

Como consecuenciadeestetransportela quinolonaseacumulaen la bacteriahasta

cuatro vecesmas que la concentraciónexterno.

Suespectrodeacciónesamplioy varíadesdealgunasespeciesde bacterias

Gram-negativasde las primeras quinolonas, hasta el aumentogradual a otras

bacteriasen lasnuevasquinolonas;primerocontraenterobacteriasyotrosaerobios

Gram-negativos, más tardefrente a ciertos aerobiosGram-positivosy bacterias

intracelulares,y másrecientementecontra los anaerobiosy ciertos protozoos(10,

66, 105). El efectoesbactericiday, en general,hay una buenacorrelación entre

CMI e inhibición de la ADN-girasa (28, 157).

La ciprofloxacinaes la másactivade las disponiblespara usoclínico, aunqueno

debenolvidarseotraspropiedadesigualmenteimportantesen la evaluaciónde un

antibiótico. En generalno existeefecto inóculo, pero a la (‘Ml sólo seinhibe el

crecimientocelular, así que esteparámetro no daría una indicación real de la

actividadbactericida (117, 186).

Una característicaque tienenlas quinolonasesqueal ser examinadasen

una cierta gamade concentracionesusandoun intervalo de tiempoúnico, la
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proporciónde bacteriasquesobrevivenel tratamientosiempresigueuna respuesta

bifásica, ya que estos antimicrobianos muestran una única concentración

bactericidaóptima(CBO) tal, quecualquierconcentraciónmásalta o másbaja que

éstacausaráun menornúmerode muertesentre las bacterias.

La hipótesisqueexplicaestefenómenosegúndiversosautores <117, 186) es que,

a altas concentracionesde quinolona se inhibe totalmente la ADN-girasa,

consecuentementese altera el ADN y no puede transcribirse a ARAl; cómo la

síntesisde ARAl es un requisisito de actuaciónde las 4-quinolonas,éstasya no

podrían hacerlo.

Las resistenciasde impoflancia clínica que se han encontrado son

fundamentalmentecromosómicas,pormod<ficaciónenzimáticade la subunidadalfa

de la ADN-girasa (72, 176), o por mod¿ficaciónde la permeabilidadde losporos

(84),problamentepor alteración de los lipopolisacár/dosde la pared, impidiendo

la entradade estos compuestosdentro de la bacteria y d<ficultando la salida de

otras sustancias.Este último tipo de resistencia es másfrecuenteen Klebsiella

,

Enterobacter,Serratia y Pseudomonas(78).

Lascaracterísticasfarmacocinéticassonmuysimilaresentrelasquinolonas,

exceptuandolas llamadas de primera generación (ác.nalidíxico, ác.oxolínico,

ác.pipemídico,ác.piromídicoyfluomequina, entre otros). Destacasobretodo la

buenaabsorción quepresentanpor vía oral, oscilandoel tiempomáximoentre 1

y 3 horas (53, 95). Las constantesde absorcióny eliminaciónson independientes

de la dosisadministradapor lo queel incrementode la C»,«, y el áreabajo la curva

es proporcionalal incrementode la dosis. La vida mediasérica de los nuevos

compuestoses elevada, entre 3-4 horas. En general, se unen a proteínas

plasmáticasen un bajoporcentajenormalmenteinferior al 50%. La difusiónhística

es amplia (19, 209), alcanzandoen generalaltas concentracionesen los tejidos

periféricosyfluidos orgánicos, oscilandosu volumende distribución entre 1 y 3
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1/kg. La penetraciónen macrófagosypolimorfonucleares.es elevada.

La eliminación (210) es mayoritariamenterenal aanto porfiltración glomerular

comopor secrecióntubularactiva),y un menorporcentajepor ruta transintestinal,

aunquehay variacionesy cada caso ha de ser estudiadoen particular. La dosis

diaria oscila entre 200 y 800 mg vía oral (V.O.) y, en general, la cinética de

administraciónV.1. no cambia de manerasustancial(207).

Los efectossecundadosy toxicidad (147) sonpocosconsiderándosea las

fluorquinolonasson antibióticosrelativamenteseguros.Las reaccionesadversas

másfrecuentesafectanal aparato digestivoconnaúseas,vómitosy diarreas. Por

parte del sistema nervioso central se han descrito insomnios, cefaleas y

convulsiones.Se han descritoreaccionesdefotosensibilidad.Lasfluorquinolonas

no debenserusadasen niños debidoa un posible dañoen el cartílago.

Las indicacionesmásfrecuentesde las quinololonas,expecialmentelas

fiuoradas,sonen infeccionesrespiratorias,urinarias, intestinales,osteoarticulares,

de la piel y tejidos blandos, infeccionesde transmisión sexual e infecciones

sistémicasgraves (95, 144).

En cuantoa las interaccionespuedendisminuirel aclaramientoplasmático

de teofilina, incrementarla vida mediade la cafeína,y no debenadministrarse

junto con alimentosni antiácidoscon aluminio y magnesio(95, 147).

Seseñalaránalgunosaspectosdeinterésparticularparaciprofloxacina,fieroxacina

y lomefloxacina.

23



Introducción

1.2.1. Civrotloxacina

Estructuraquímica:Ciprofloxacina(ácido-1-ciclopropil-6-fluor-1, 4-dihidro-

4-oxo-7 ¡1-piperazinil] 3-quinolein carboxílico) es una fluorquinolona con

estructurade 4-quinolonade origensintético (figura 5). Lafluoraciónen posición

6 y el anillo piperazinico en posición 7 han mejorado la actividad de este

compuesto, por ejemplo el radical ¡-piperacínico en posición 7 potencia

notablementesu actividadfrente a Pseudomonasaeru2inosa(31, 69).

o

FIN
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flg. 5- Estructuraquímicade ciprofloxacina.

Actividadantibacteriana:Suacciónespredominantementebactericida(9, 31,

58, 69) y poseeun amplio espectroqueabarca cocosy bacilosGram-positivosy

Gram-negativos,aerobios, facultativos y anaerobios, Mvcovlasma, Chlamvdia

,

Rickettsia y Micobacterium. La actividad es particularmente alta sobre

enterobacteriasypseudomonas.Actúatantoenfasede crecimientoexponencialcomo

enfuseestacionaria,supotenciabactericidaaumentaa pH alcalino y no influyen
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las condicionesde aerobiosiso anaerobiosis(40, 186).

Desarrollode resistencias:Aunqueno esmuyfrecuente,sehandesarrollado

resistenciaspor mutacionesen la ADN-girasa en varias especiesentre las quese

incluyen 5.marcescens,K. nneumoniaey másfrecuentementeP. aeruginosa (31).

Tambiense han observadoresistenciascn¿zadascon las ureidopenicilinas, las

cefalosporinasy losaminoglicósidos,probablementepor una mutacióncromosómica

que implica cambios en los poros de la membranacelular, inhibiéndoseasí la

penetracióndel antimicrobiano (7).

Farmacocinática: La absorciónde ciprofloxacinatras suadministraciónpor

y. o. esbuena(75-80%)y seproducecon rapidez alcanzandola Cma.entre 1 y 1,30

horas despuésde su administración (20, 50, 94). Por y. i. la concentraciónsérica

disminuyerápidamente,aproximadamentea la cuarta parte de la dosis, en los

primeros30 minutos(31). Sudistribucióntisular esmuyamplia (44), la penetración

intracelularesbuenayel volumende distribuciónen estadoestacionariooscila entre

2 y 3 l/kg, por tanto, las concentracionesen los diferentes tejidos orgánicosson

elevadas.La unión a proteínases baja, 20-28%. La vida mediade eliminación se

sitúaentre3 y 5 horas (210). Comoconsecuenciade la eliminaciónpreferentemente

renal, la ciprofioxacinaalcanza en orina concentracionesmuy elevadas.

1.2.2. fleroxacina

Estructuraquímica:Fleroxacina,cuyo nombrequímicoes6,8-d<fiuoro-J-J2-

fluoroetil!- 1,4-dihidro-7/4-metil-]-piperazinil]-4-oxo-3-quinolelncarboxílico es una

nueva quinolonafluora4a de origen sintético (figura 6).
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o
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Fig. 6- Estructuraquímicade fieroxacina.

Actividadantibacteriana:Poseeunagran actividadfrentea enterobacterias,

Neisseda spp. y Haemovhvlus influenzae y buena actividad tambien contra

estafilococos,Pseudomonasaen¿2inosay Branhamellacatarrhalis.~ en estos casos

la actividadescomparablea la de norfioxacina,ofloxacina,pefloxacina,enoxacina

y NY-198,pero es algo menorqueciprofloxacina (36, 71, 92, 125).

Seha de tenerprecaucióncon inóculos altos de 5.aureusy otros estafilococosal

determinarla actividaddefleroxacina “itt vitro “ puestoquelas bacteriasno viables

apuestasafieroxacinapuedenfilamentarse;asimismohayqueteneren cuentaque

la actividadde dicho antibiótico disminuyea pH 5 (93).

Desarrollo de resistencias:Fleroxacina esactivafrente a ciertas cepasde

P.aeruginosagentamicin-resistente,5.aureusmeticilín-resistentey enterobacterias

resistentesal ác.nalidíxico; no obstante, en estas últimas se ha observadouna

tendenciaa disminuir la susceptibilidad,posiblementepor una gran similitud en los

N

F CHOHE
2 2
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mecanismosde permeabilidadde la membranaexterna(71, 92, 93).

Farmacocinética: Despuésde administrar una dosis de 400 mg y.o. en

humanos(88, 152, 210), la C~ y la vida mediade eliminaciónfueronmuyaltas

(más quepara ciprofloxacina y lomefloxacina), aproximadamente11 horas y 5

yg/ml, con una AUC tambien muy elevada; esto podría explicar las altas

concentracionesalcanzadasen sueroy tejidos (92, 143, 204). Además,fleroxacina

poseeuna rápida penetraciónenfluidosbiológicos, sueroy células (110) así como

en abscesos(211).

1.2.3. Lomefloxacina

Estructuraquímica:Lomefloxacinaes una nuevaquinolonad<fluorada, con

un radical 3-metilpiperacina (figura 7).

o

<14, COOH

1
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Ñg. 7- Estructura químicade lomefloxacina.
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Actividad antibacteriana:La actividad es similar a la de norfioxacina y

enoxacinafrente a bacteriasGram-negativas,incluyendocepasmultirresistentesy

Pseudomonasspp.,aunquepara Gram-positivasesalgo menor,especialmentecontra

Strevtococcusfaecalis(32, 102> 116,208). Lomefloxacinatieneun efectobactericida

rápido (con concentracionescercanasa la CMI) sobrecélulasenfaselogarítmica,

peronoposeeactividadconbacteriasenfaseestacionaria,observándoseun rápido

recrecimiento(35, 157). Pierde actividadcon luz brillante o solar (116) y conpH

ácido; la temperaturale afectamínimamente.

Desarrollo de resistencias:Recientemente,en experimentos“itt vitre” con

cepas de aislados clínicos, se han encontrado mutantes resistentescon mayor

frecuencia ~ 169,) que en estudios anteriores (102), a partir de subcultivos

previamenteexpuestosa bajas concentracionesde lomefloxacina.Tambiénsehan

seleccionadomutantesde 5. aureusy P. aeru2inosa,probablementedebido a una

mutaciónpuntualcromosómicaa niveldel gen gry-A (175), cuandoseadministraba

el antibiótico una vezal día, aunqueno para E.coli (169).

Fannacocinética: Posee buena absorción oral y una vida medía de

eliminaciónen sueroprolongada,de 7-8 horasen voluntarioshumanos,quepermite

mantenerconcentracionesen sueroy en orina por encimade la C’Mí de la mayoría

de las bacteriasaproximadamente12 horas (142, 187, 210).

2. EFECTO POSTANTIRIO TICO

La supresión del crecimiento bacteriano que persiste después de una

exposicióncorta delmicroorganismoal ant/microbianosehabíadetectadoya desde

la llegada de la “era antimicrobiana“.
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Bigger (23) en 1944 observaesteefectoen Stanhvlococcusy Strevtococcus

previamenteexpuestosa penicilina G, ypocosañosdespuesParker y cols. (154) lo

comprobaroncon el mismoantibiótico y Stanhvlococcus.Eagley cols. (55, 56, 57)

fueroncapacesdedemostrarloconpenicilinay otroscocosGram-positivostanto “in

vitro” como“in vivo

Sin embargo,la importanciade estefenómenoempiezaconsiderarse en los

años 70, cuando se encuentraen varios nuevos ant/microbianosy también en

bacterias Gram-negativas(26, 132, 133, 206). Se define el término de “efecto

postantibiótico”(EPA),encontrándosesumayoraplicaciónclínica en la posibilidad

de espaciarlos regímensde dosificaciónde un ant/microbianosin perdereficacia,

y se estandarizanlas técnicaspara valorarlo.

En este sentido se puede decir que el estudio del EPA es relativamente

modernoy aunquelos avanceshan sido grandes(7, 16, 29, 43, 82, 126, 200),

todavía hay lagunas en la comprensión de este efecto y en la correcta

estandarizaciónde sus técnicas (sobre todo “itt vivo“) para lograr su aplicación y

aceptaciónen la prácticade la terapia ant/microbiana.

2.1. DEFINICION DEL EPA

El efecto postantibiótico se define como la supresión de crecimiento

bacterianoquepersistetras una limitada exposiciónde los microorganismosa un

antimicrobiano(133).

Este definición llama la atenciónsobre el hecho de queel EPA es debido a una

acción previa del ant/microbianoy no a concentracionessubinhibitoriasde éste.
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2.2. MECANISMO DEL EPA

El mecanismopor el que los ant/microbianos inducen EPA en los

microorganismosesenpartedesconocido,ya que las diferenciasen la duraciónde

esteefectoen las distintascombinacionesantimicrobiano-microorganismo,sugieren

quedebenexistir variosmecanismosimplicados.La explicaciónmásprobableesque

el EPA esdebidoa los dañosno letalesproducidospor los antimicrobianosy/o a la

persistenteuniónde éstosen determinadoslugaresbacterianos,lo quesetraduceen

un retraso en el crecimientonormalde la bacteria.

Los ant/microbianosque actúan a nivel del ribosoma, ARN o ADN (por

ejemplo,aminoglicósidos,quinolonasymacrólidos),inhibenla síntesisdeproteínas.

Así, el EPA podría signicar un período de resíntesisde estasproteínasnecesarias

para el metabolismoo el crecicimientobacterianoy si la unióndel antimicrobiano

es irreversible la actividadpersisteaunqueéstehaya sido retirado (43, 201).

En el caso de los betalactámicos estos ant/microbianos se unen

espec(ficamentea proteínasfijadoras de penicilinas (PSP), enzimasimplicadas en

la síntesisde peptidoglicano,produciéndosecomo consecuenciala detencióndel

crecimiento bacteriano. Una posible explicación es que el EPA es el tiempo

requeridopor la célulapara sintetizarde nuevo estasproteínas(201).

Respectoa otras familias de antimicrobianosel EPA no ha sido estudiadoo su

mecanismono seconocemuy bien.

Las diferenciasobservadasen los EPA para las distintas combinacionesde

microorganismo-ant/microbiano,sedeberíanposiblementea otros muchosfactores

(ver apartado siguiente) ademásdel propio mecanismode acción del antibiótico:

diferente afinidaddel antibióticopor sudiana, distinta capacidaddepenetracióna
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travésde la membranaen bacterias Gram-positivasy Gram-negativas,empleode

diferentes técnicas en la evaluación del EPA, utilización de distintas cepas

bacterianas,etc.

2.2.1. factoresqueafectanal EPA

A continuación se enumeranalgunosfactores que pueden influir en la

duracióndelefectopostantibiótico,ya sea en el laboratorioo en la práctica clínica.

- PDO de ant/microbianoy microorganismo:Es el factor que más

influye en la duracióndel EPA tanto “in vitro” como “in vivo “. En general

sepuededecir queinfluye si la bacteria esGram-positivao Gram-negativa,

la especie microbiana, si es anaerobia o no, su resistencia, etc. El

antimicrobiano es importantepuestoque cada uno poseed¿ferentegrado de

acciónsobrelas distintasbacteriasypor tantodiferentecapacidadde “daño”

celular (43, 57, 201, 203).

- Concentraciónde ant/microbiano: Para que seproduzcaEPA es

necesario una concentraciónadecuada del antimicrobiano. En muchos

antibióticos el EPA parece ser proporcional a la concentración

(aminoglicósidos, quinolonas) aunquehay otros parámetrosque también

influyen (nivel máximoen suero, dosistotal, etc...) (37, 46, 202, 203). En

el casode los betalactámicos,los datos obtenidosparecenindicar quesólo

seproduceun apreciableEPA cuandolas concentracionesensayadassonde

8-32 vecesla CMI, sobre todo con gram-negativos(56).

- Duración de la exDosición: El tiempo en que los niveles de

antimicrobiano permanecenpor encimade la (‘MI aumenta,en general, la
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duración del EPA. Sedebetenerprecauciónen no provocaruna excesiva

muertebacterianaya que esto nos dificultaría la deteccióndel crecimiento.

Este factor está ligado, en algunos casos, a la concentración del

antimicrobianoy otrosparámetrosqueexpresan“itt vivo” lafarmacocinética

de un antibiótico, como el área bajo la curva (ABCo AUC), nivel máximo

de concentración,etc. (78).

- Efecto del tamaño del inóculo: Se ha observadoen algunos

antimicrobianosque a altas concentracionesde ciertas bacteriasel EPA no

seproduceo disminuyebastante(56, 89, 164).

- Fasede crecimientodel microorganismo:Normalmenteseutilizan

en todas las técnicasbacteriasenfaselogarítmicade crecimiento,pero hay

ant/microbianos que actúan tambien sobre microorganismos en fase

estacionaria (74, 186). Estepuedeser un factor importante,sobretodo “in

vivo” y con antibióticosde vida media larga.

- Adtación: Aunque la mayoría de los autores no especificansi

utilizan o no agitaciónmecánica,no parecehaberdiferenciasentre en unos

y otros respectoa estepuntoen la determinacióndel EPA “itt vitro” (206).

Hay algún caso en el que se han encontradodiferenciaspor ejemplo con

ampicilinafrente a E. coli, dondela agitacióndisminuyóel EPA de 1.4 a -

0.6horas (113).

- Tipo de medio y oH: en algún estudio se han comprobado

diferenciaspor la utilización de suero, tipo de agar o caldo (29). El pH

afectaquizá de una maneramásdecisivaque el tipo de medio,por ejemplo

a nivel de la ionizaciónde determinadasfamilias de ant/microbianos,como

los aminoglicósidosy fluorquinolonas,repercutiendoen la capacidadde
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atravesarla membranabacterianay disminuyendosu actividad

(37, 93, 186).

bactericida

2.3. DETERMINA ClON DEL EPA IN VI TRO

Sehan utilizado una gran variedad de técnicaspara el cálculo delEPA “in

vitro” y casi todas ellas implican la cuantificación del crecimiento bacteriano

(exceptouna queutiliza criterios morfológicosy quesecomentarámásadelante)tras

la eliminacióndel ant/microbiano.

2.3.1. Eliminacióndelantimicrobiano

Principalmenteexistendos tipos de técnicas,una de eliminación rápida, y

otra, máscomplicada,quesimula una cinética “in vivo” de primer orden en la

reducciónde las concentracionesde ant/microbiano.

A. Eliminaciónrápida

- Lavado del ant/microbiano: se realiza mediante una o dos

centrifugacionesde los caldosde cultivo a unas1200x g duranteunos5-10

minutos,eliminandoluegoel sobrenaa’antey resuspendiendoel sedimentoen

mediofresco(29, 132, 133). La mayordesventajade estemétodoesquelas

bacteriaspuedenmostrarun retrasoen el crecimiento(154) debidoa efectos

mecánicosde la centrifugación,menoraccesoa los nutrientes, etc...

- ¡nactivacióndel antimicrobiano:esun métodosimpley rápido,pero
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tiene el inconvenientede que es casi exclusivode losfi-lactámicos(23, 56,

57, 130), ya que no se disponende enzimascomercializadasque inactiven

otros ant/microbianoso si existen,comoen aminoglicósidos (74), el proceso

es complicado.

- Dilución del cultivo: sepuedeaplicar a cualquierantimicrobianoy

esfácil de realizar Consisteen añadir un pequeñovolumendel cultivo con

los microorganismosy el ant/microbianoen mediolibre defármaco(29). La

cantidad a añadir depende de la concentración de ant/microbiano,

utilizándoseuna dilución 1:1000si esmayorquela CML El inóculo inicial,

debe tener al menos ío~-í« UFC/ml para que pueda cuant<ficarse su

crecimientodespuésde la dilución.

- Exposiciónde microor2anismosen un filtro o membrana:Consiste

en la exposición de los microorganismos colocados sobre un filtro o

membranaa un antimicrobiano qued<fi¿ndede la superficiede unaplaca de

agar (201). El lavadose producepor repetidastransferenciasa placas de

agarsinantimícrobíano. Laventajaesquelosmicroorganismossufrenmenos

daño al no habertantos efectosmecánicos(cambiososmóticos,etc.),pero

tiene el inconvenientede ser más incómodoy trabajoso que los métodos

anteriores.

B. Modelosfarmacocinéticos

Se han desarrollado modelos “in vitro” que simulan las

concentracionesfisiológicasdel antimicrobiano, aunqueposeenel problema

de separarel EPA de los efectosde las concentracionessubinhibitoriasdel

ant/microbiano.
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- Modelosde dilución: Consistebásicamenteen realizar continuas

dilucionesde un frascode cultivo con antibiótico, añadiendoun volumende

mediofrescoigual al extraído(77). El mayorproblemaes quesediluyen los

microorganismosjunto con el antibiótico.

- Modelos de dialisis: Se estableceuna diálisis entre un sistema

cerrado quecontieneel microorganismoy que está separadode otro, que

contienemediofresco,por unamembranasemipermeable(24, 25, 191, 218).

El antimicrobianopuedeañadirsea un sistemau otro, segúnel modelode

asbsorciónIVo JM. La ventajasobreel métodoanterioresquenosediluyen

los microoorganismos.

2.3.2. Cuantificacióndel crecimientobacteriano

La mayoríade estosmétodosutilizan el recuentode unidadesformadorasde

coloniaspor mililitro (UFC/ml)enplacasdeagar (tanto en los modelosde EPA “itt

vitro” comoen los “itt vivo”), comola técnicamásseguraparamedir la cinética de

crecimientobacteriano.

Otros autoreshan utilizado métodosespectrofotométricos(6, 17, 164) que

aunqueson másrápidosy cómodostienenel incovenientede cuant¿ficarturbidezy

no microorganismos viables. También se ha utilizado el contenido en ATP

intracelular como una medida del crecimiento bacteriano (100, 130), pero este

métodopuede subestimarel EPA, ya que las bacteriasmuertas intactastodavía

contienenATP intracelular detectable.
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2.3.3. CuantificacióndelEPA “in vitro

”

A. El EPA evaluadosegúnel crecimientomicrobiano

En un principio se estimó el período de EPA como un período

estacionariode crecimientoquesetraducíaen un intervalo llano de la curva

frente al tiempo (56, 57, 154),pero confrecuencialo que se observaes un

incremento gradual de las bacterias viables hasta que se alcanza el

crecimientonormal.

A. 1.- En un intentode estandarizarun métodoparapoder comparar

resultadosentre variasmetodologías,sedesarrolló la siguientefórmula (29,

133):

EPA= T-C

donde T representael tiempo necesariopara que los microorganismos

expuestosal ant/microbianoincrementenen 1 Log,0su concentraciónen el

momentode la eliminación del antibiótico, mientras que C es el tiempo

requeridopor los microorganismoscontrol para incrementarsu concentra-

ción en 1 Log10 a partir del mismotiempo.

La razónde utilizar ¡ Log,0sedebea queen la mayoríade los micro-

organismos,éstees el momentoen el que se recobra el crecimientonormal

(133).

A.2.- Recientementese ha realizado una cuant<ficación del EPA

basada en el tiempo medio de recuperación (135, 136). Dicho factor se

determinaríaa partir del áreasobrela curva de crecimientode una
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población bacteriana despuésde la exposicióna un antimicrobiano. Este

método es posiblementeel más correcto, puestoque tiene en cuenta la

recuperacióndel cultivo en suconjuntoa lo largo de la fasede EPA y no un

puntodeterminadoa partir del cual seevaluadael efectopostantibiótico.

Lasdefinicionesanterioresde EPApor incrementode 1 log sepueden

considerarcomo un casoespecialde esteprocedimiento,asumiendoque, el

ratio de cremientodel cultivo control es idéntico al del tratado cuando

incrementan1 log despuésde la eliminacióndel ant/microbiano.

B. El EPA definidopor criterios morfológicos

Muchos agentes ant/microbianos, por ejemplo betalactámicosy

fluorquinolonas (121), alteran la morfología bacteriana e inducen

filamentación,sobre todo en bacilos Gram-negativos. Losfilamentos son

células que contienenvarios genomasdentrode un citoplasmacomún(120)

y, cuandosedeterminancinéticasde crecimientose asumequeuna bacteria

corresponde con una UFC, cuando en realidad, cada colonia está

correspondiendoa unfilamento. Este recuentode UFCporfilamentopuede

conducir a una sobreestimacióndel efecto postantibiótico en ciertos

ant/microbianos.

tonan(122)defineel EPAcomoel períodode tiempoquecomprende

desdeel estadode inactivaciónenzimáticadel microorganismoa partir de

eliminacióndel antibiótico, hastael momentoen que las enzimasrecuperan

su funcional/dad. Según este autor la morfología bacteriana refleja las

variacionesen la actividad de esasenzimas,y define el EPA morfológico

como el tiempo necesariopara que una población de filamentos Gram-

negativosalcance la proporción de un 10% de filamentosy un 90% de

bacilos lo cual indicaría elfinal del EPA.
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2.4. DETERMINA ClON DEL EPA “IN VIVO

”

Muy pocos han sido los estudiosque se han centrado en la supresióndel

crecimiento bacteriano “in vivo” despuésde que los niveles de ant/microbiano

descendieranpor debajo de la CMI. En principio el EPA sepodría evaluar en

cualquiertejido ofluido corporal en el quefueraposible un recuentode UFCy una

mediciónde la concentraciónde ant/microbiano(59).

2.4.1.Modelosexnerimentales

Existendostiposde modelosanimales,lospropiamente“in vivo “, en los que

se desarrolla una infección real, y los “ex-vivo “, en los que los microorganismos

estánlocalizadosen cámaraso hilos de algodón implantadosen el animal.

A. Modelosexperimentales“fn vivo”

- Modelode infecciónen musloderatonesneutroDénicos:Estemodelo

ha sidoestandarizadopor Craig y cols. (81, 83, 203), aunqueya sehabía

empleadoantescon ratonessin inmunodeprimir(57, /66). Se empleanlos

nivelesde ant/microbianoen sueroparanestimarcon relativaprecisión los

delfluido intersticial en muslo (34, 170, 171, 172); además,para asegurar

que posiblesniveles residualesdel antibiótico tuvieran actividad (203) se

reinfectan los ratonestratados, con microorganismosen faseexponencial,

viendo quecrecennormalmente.

Estemodelotienemuchasventajas:es relativamentebarato,el efecto
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del sistema inmune queda anulado, el muslo del ratón puede extraerse 

fácilmente, cuantificar el número de VFC en el homogenizado de muslo no 

presenta dijkultades, y hay posibilidad de comprobar la posible actividad 

subinhibitoria del antimicrobiano. 

- Modelo de meningitis en coneios: Sande y cols. (173, 188), han 

utilizado este modelo, que posee las ventajas de que la concentración de 

antimicrobiano puede hallarse fácilmente en el sitio de infeccidn y que el 

EPA puede determinarse para cada animal separado. Aunque postetionnente 

se ha demostrado actividad de los niveles de sub-CMI con penicilina frente 

a Soneumoniae, la falta de EPA con penicilina G y neumococo en este 

modelo es consistente con los datos encontrados en el modelo anten’or. 

- p este modelo ha sido utilizado por 

Hessen y cok (SS, 90, 91). para producir una endocarditis mediante la 

introducción de un catéter en la arteria car6tida o vena yugular, por el que 

se inocula 24 horas después el microorganismo. Un día más tarde, se 

administra el antimicrobiano por vía intramuscular, y posteriormente se 

determinan el número de VFC y concentración de antimicrobiano en las 

vegetaciones producidas en las válvulas mediante técnicas estándar (bioensa- 

yo, R.M. 

En este modelo el EPA de imipenem con. o sin gentamicina no ha podido ser 

demostrado, aunque sí por otras técnicas (6). 

La principal desventaja de este modelo es su laboriosidad y que resulta algo 

caro para hacer los estudios extensivos a otros antimicrobianos. 

A. Modelos experimentales “ex-vivo” 

- Modelo de cámaras en coneios: Se utilizan unas cámaras de acero 
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enforma de red (llamadas TCF o TissueCageFluid) y con un buifer, que

son implantadascuatro semanasantes del experimentoen la espaldade

conejossanos (148). Los microorganismosson expuestosal ant/microbiano

en las cámarasde conejostratados. Despuésde la exposiciónlas TFC son

extraídas, tratadas con betalactamasasy reimplantadas en conejos sin

tratamiento. Cada tiempode muestrase extrae una parte del líquido de las

cámarasy se hallan las UFC y concentraciónesdel ant/microbiano(70).

Penicilina G indujo EPA frente a 5.vvoeenesaunque en el modelo de

infecciónen muslono se ha encontrado.

- Modelode hilos de alQodón en ratones: Rennebergy Walder (162,

163) han puestoa puntoestemodeloquejunto con el de infecciónen muslo

sonprobablementelos mejorestandarizados.Se implantansubcutáneamente

hilosde algodónempapadosde una solucióncon bacteriasen la espaldade

ratonesnormales,administrándosedos horas mástarde el antibiótico YL

Posee grandes ventajas: extrayendo los hilos puede determinarse la

concentracióndeantibiótico en el sitio de infección,posibilidadde controlar

la acción de las concentracionessubinhibitoriaspor intercambiode dichos

hilos con los de ratones sin tratar, y por último quepermite trabajar con

diferentesbacteriasa la vez.

2.4.2. CuantificacióndelEPA “in vivo

”

El recuentobacterianoserealiza comoen “itt vitro “, por dilución y siembra

enplacadeagar, en estecasode homogeneizadosde los tejidos ofluidos infectados.

Posteriormenteserealizancurvasdecrecimientoen losanimalescontrolesy tratados

en log UFC/muslo,ml o vegetación,segúnla técnica, respectoal tiempo(enhoras),
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y sobre ellas se calcula el EPA. Actualmenteexisten dos fórmulas para la

cuant<ficacióndel EPA que d¡fieren ligeramenteentre sí:

A) Una desarrolladapor Vogelmany cols.(203).

EPA = T-C-M

dondeM representael tiempoen quelos nivelesde ant/microbianoen suero

excedenla CMI, T esel tiemporequeridopara queel númerode UFC en los

animalestratadosincremente1 log a partir del tiempoM, y C es el tiempo

para queel númerode UFC en los animalescontrol incremente1 log a partir

del momentoen que se administra el ant/microbiano.

B) Yotra empleadapor Rennebergy Walder (163).

EPA =T-C

dondeT es el tiemporequeridopara queel númerode UFC en los animales

tratados incremente 1 log a partir del tiempo en que los niveles de

ant/microbianodesciendende la CMI factorM en la fórmulade Vogelman),

y C es el tiempo requeridopara que el númerode UFC en animalescontrol

incremente1 log a partir del momentoen que seadministrael antibiótico.

Es probablequeen la primerafórmula seproduzcauna subestimacióndel

efectopostantibióticoya queel tiempoM esconsideradodos vecesde modo

distintopara animalescontrol y tratadosy el sustraendosiempreesmayor

que en la segundaecuación.
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2.5. SIGNIFICADO BIOLOLOGICO DEL EPA

2.5.1. Az,licación clínica

La aplicaciónmásimportantedelEPA estáen losprotocolosde dosjficación

de los antimicrobianos. Así, determinadascombinacionesde microoganismo-

ant/microbianoque induzcanun EPA prolongadopodrán administrarsede forma

intermitentesin miedoa perdereficacia (62, 146, 194, 195, 197). Las ventajasde

estetipo de dos<ficaciónsetraducirían en una dosificaciónmáscómoda,reducción

de los riesgosde toxicidadpara el pacientey disminuciónde los costessanitarios

(material desechable,personal especializadopara pinchar, etc) (49, 144, 194).

Otros ant/microbianos que no presenten EPA necesitaránde concentraciones

continuasen sueropara ejercersu acción (42, 46, 75).

Asimismo en relación con el EPA se han encontrado algunos efectos

asociados,comentadosen el apartadosiguiente,igualmenteimportantesa la hora

de encontrarun régimende dosificaciónidóneo.

2.5.2. Otros efectosrelacionadoscon el EPA

1- Mayor suscevtibilidad a la acción de leucocitos

(PostantibioricLeukocvteEnhancemento PALE

)

Estefenómenohace referencia a la mayor susceptibilidadde las

bacteriasenfasede EPA para serfagocitadaspor los leucocitos.El PALE

fue observadopor Mc.Donnaldy Pruul (134) y más tardepor otros

42



Introducción

investigadores(45, 112, 118)en bacteriasGram-negativasyGram-positivas.

Este efecto ha sido tambiénobservado “in vivo” por Lam y cols. (112)

quienesdemostraronque las bacteriastratadaseran másvulnerablesa los

mecanismosde muerte de los PMN. ígualmente Craig y Gerber (73)

demostrarontambiénel PALE “in vivo “, al observarque bacteriasenfase

deEPA inyectadasen muslosde ratonesnormales,sin inmunodeprimir,eran

eliminadasantesque bacteriasenfasede crecimiento.

Aunquetodavía queda muchopor investigar en este campo, todos estos

estudiossugierenque el PALE es un fenómenoque ocurre “itt vivo , y que

las defensasdel huéspedcontribuirían junto con el EPA al éixito de la

dosificaciónintermitente.

2- Cambios morfoló2icos en las bacterias exnuestas a

antimicrobianos

.

Lorian (¡18, 120, 121, 122) demostróque bacterias expuestasa

betalactámicoso quinolonascambiansu pesoy morfología qos bacilosse

conviertenen filamentos y los cocos aumentande tamaño) y ya se ha

señaladoanteriormenteque estefenómenopuedeservir de criterio para la

evaluación del EPA. Asimismo se ha comprobadoque estas bacterias

alteradas en su morfología son más susceptiblesa los mecanismos

bactericidasde los PMN (PALE) (121). Hay que añadir que, “in vivo “, la

elongaciónde los bacilos supondríala pérdida de un importantefactor de

virulencia, la adhesividad,puestoque los filamentosperderíanlas fimbrias

(como es el casodeE.coli)(30,).
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3- Disminuciónde la actividad bactericidadurante el EPA tras una

nuevadosisde antimicrobiano (efectorefractario

)

Hay evidenciasde que los microorgasnismosdurante la fasede EPA

son menossusceptiblesa la actividadbactericidade ciertos antimicrobianos

(73, 200). Segúnestos estudios,el grado de inhibición pareceser depen-

dientedel microorganismo(más en bacilosGram-negativosqueen 5.aureus1

ydelantimicrobiano (betalactámicosy trimetoprimmásqueaminoglicósidos).

Aunque se necesitanmásdatos tanto de experimentos“in vitro” como “in

vivo” que demuestrenmáseficazmenteeste efecto en los antimicrobianos

estudiados, estas observacionespodrían tener su importancia en la

dos¿ficaciónde la terapia combinada.

4- Aumentode la actividadbactericidaduranteel EPA con

concentracionesde ant/microbianomenoresde la CMI

Gerbery Craig (1981) aparentementedemostraronlo contrario con

penicilinas> segúnhemoscomentadoen el apartadoanterior, sin embargo

ellos examinaronla acción bactericidaa concentracionespor encimade la

CML La supresióndel recrecimiento de bacterias en fase de EPA con

concentracionesdesub-CMIha sidoobservadacon betalactámicos<‘5~, 133,

149, 151, 173). “In vitro” estees unfenómenoque no suelesucederya que

el ant/microbianoeseliminadocasipor completopordilución, enzimas,etc.¿

pero “itt vivo“, especialmenteconant/microbianosde vida mediamuylarga,

esdifícil excluir el posibleefectoquetenganlas sub-CMI sobrelas bacterias

enfasede EPA. Con algunasnuevasquinolonasseha comprobadoactividad

bacteriostáticae incluso bactericida en bacterias con fase de crecimiento

logarítmicoy concentracionesde 1/2 y 1/4 CMI (4).
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Material ymétodo

1. MATERIAL

El material utilizadofué el siguiente:

1.1. MICROORGANISMOS

Las cepas utilizadas tanto en los experimentos“in vitro” como “in v/vo”

fueron:

- Escherichiacoli

- Stavhvlococcusaureus

ATCC25922.

ATCC25923.

Las cepasse conservaronen placas de agar de Míjeller-Hinton a O 0C,

llevándosea cabo resiembrasen mediofresco cada 5-6 días. Para el día del

experimentose inocularonen caldoo agarde M-H, dependiendodeltipo de trabajo,

incubándosea 37 0C durante16-18horas.

1.2. ANTIMICROBIANOS

Los ant/microbianos utilizados en los ensayos fueron: gentamicina,

netilmicina, isepamicina,ciprqfloxacino,fleroxacinoy lomefloxacino,suministrados

por Schering Plough S.A. (los tresprimeros), Bayer S.A., RocheS.A., y Searle

Ibérica S.A.,respectivamente.El suministrode losfármacosse realizó enforma de

polvo valorado cuyaspotenciasrespectivasfueronde 60,6%, 58.6%,65,7%,
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862%, 100% y (L6%, . Los stoclcs fueron preparados de acuerdo con las

instruccionesdellaboratoriofarmaceútico,y sesepararonen alícuotasde 1 mlcada

una, conservándolasa -18 O(’ hastasu utilización. Para cada ensayose utilizó una

alícuota quese diluyó en solución salina estéril hasta conseguirla concentración

requerida.

1.3. ANIMALES

Se utilizaron ratoneshembrasBALB/C (suministradospor PANLABS.A. y

quepertenecíanal animalario del departamentode Microbiología de la facultadde

Medicina), de peso 25-27 g y edad entre 18-20 semanas. Los animales se

mantuvieronconaporte de comiday agua “ad libitum” y a temperaturaconstante,

vigilando queno presentaranpatologíaalguna.

1.4. MEDIOS DE CULTIVO

Losmediosutilizados,preparadossegúnlas instruccionesdelfabricante,fue-

ron:

- Caldo de MUeller-Hinton (OXOID,)

- Agar de Maeller-Hinton (OXOID)

- Agar iso-sensitest (OXOID)
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1.5. OTROSPRODUCTOS Y REACTIVOS

- Ciclofosfamida(Genoxal,de LaboratoriosFUNK) en vialesde200mgpara

diluir en 10 ml de agua destilada.

- Soluciónsalina: sepreparódiluyendo9g de CINa (PANREAC)en 1 L de

agua destilada.

- Solución PBS (Buifer Fosfato Salino): suministradaen forma de polvo

preparadoy diluida en aguadestiladasegúninstruccionesdelfabricantecon

un pH de 712 (B1OMÉRJEUX.)

- Eter anestésico(PANREAC).

- Metanol (PANREAC).

- Arenade mar estéril (PANREAC).

1.6. INSTRUMENTOS. AFARÁ TOS Y MATERIAL FUNGIBLE

Los aparatos e instrumentos utilizados eran los disponibles en el

Departamentode Microbiología de la Facultadde Medicina:

- EstufasHeraeus

- Hornos Heraeus

- Autoclave (SelectaMod. Cino-Matic); la esterilizaciónse llevó a

caboen un tiempode 20 minutosa 121 0C (1.2 atm.)

- Bañoscon agitación (SelectaUnitronic Mod. 320 OR)

Centr(fuga (SelectaMod. Meditronic)

Espectrofotómetro(HITACHI Mod. (1-1100)

Micropipetas (Gibson)

48



Material y método

- Vórtex (HeidolphReux2000)

- Morteros deporcelana(ComercialAnger)

- Material quirúrgico: t¿ieras, bisturí, pinzas (ComercialAnger)

- Calibre (Fowler Ultra-Calíl, Sylvac)

- Jeringuillas de insulina (Plastipak, BectonDickinson)

- Placas Petri de 15 cm (Droquima) y 9 cm de diámetro (Soria

Greiner)

- Tubosde vidrio de 10.3 ±0.2 mm. de diámetro(ComercialAnger)
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2.METODO

2.1. ESTUDIOS “IN VITRO

”

2.1.1. Recuentode microorranismos

La concentraciónde microorganismosse calculó mediantela técnica de

recuentoenplaca, descritapor varios autores(101); estemétodoconsisteen hacer

una dilución seriada en soluciónsalina al 0.9% del cultivo inicial, obteniendouna

seriedetubos quecontienencadauno 10 vecesmenosconcentraciónqueel anterior.

A continuaciónsesembraron25 pl de cadatubo enplacasdeagarM-H, contándose

a las 18-24 horas el número de UFC (unidades formadoras de colonias) y

calculúndoseentoncesla concentracióndelcultivo inicial. No setuvieronen cuenta

las placascon un númerode coloniaspor debajode 20 o por encimade 200.

2.1.2. Cálculode las ConcentracionesMínimasInhibitorias y Bactericidas

(CMI y CMB)

.

La técnica empleadafue la de Macrodilución en tubo (¡01), método que

consisteen los siguientespasos:

- primerosepreparanunaserie detubosquecontienen1 ml de caldo

M-H y concentracionesde ant/microbianoal duplo, esdecir, cadatubo tiene

dobleconcentraciónque el siguiente.El tubo con mayorconcentraciónera

so
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de 16 hg/mly el de menor, de 0.0075pg/ml. El tubo control contenía1 ml

de medioM-H sin antimicrobiano.

- en segundolugar se añadió a cada tubo 1 ml de inóculo. Este se

preparó ajustando la turbidez de un tubo con solución salina y

microorganismosenfaselogarítmicade crecimientoal tubo n0 1 de la escala

de Mc. Farlantl (3 x 108 UFC/ml) y diluyendodespuéshasta conseguiruna

concentraciónde íO~ UFC/ml en caldo M-H.

La CML secalculó, transcurridas18-24horas en estufaa 37 ~(‘ como la

concentración del primer tubo que no presentabacrecimiento (turbidez) en

comparacióncon el tubo control.

Para el cálculo de la CMB, se sembraroncon un asa deplatino en placas

con agardeM-H unos10 ¡xl del contenidode cada tubopor encimadelde la CML

y seincubaron18-24horas en estufaa 37 “C. Se tomóel valor de la CMB como la

concentracióndel tubo que habla destruidoel 99.9% de los microorganismos.

Este proceso se hizo, como mínimo, por duplicado para todos los

ant/microbianos (gentamicina, netilmicina, isepamicina, ciprqfloxacino,

lomefloxacinoyfleroxacino) con las dos cepas(E. coli y 5. aureus1

.

2.1.3. Efecto nostantibiótico(EPA): Técnicade dilución en caldo

La cuantjficacióndel EPA se realizó en un cultivo de microorganismosque

seexpusierona la accióndel ant/microbianodurante1 hora,y comparandodespués

el crecimientocon un cultivo control (67).
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Loscultivoscontenían50mlde caldoM-H al quese le añadieronmicroorga-

nismos (en ,fase logarítmica) alcanzándoseuna concentraciónde 16’ UFC/ml

(absorbanciade 0.06 a 580 nm). Las concentracionesde ant/microbianoquese

añadieronfueronde 4 mg/l (para gentamicinay netilmicina), 7 mg/l (isepamicina),

y 6 mg/l (fieroxacinoy lomefloxacino)para los dosmicroorganismos;por último, 6

mg/l (ciprofloxacinocon5. aureus y 0.5mgIl (ciprofloxacinoconE. co/ii. Para cada

concentracióny microorganismosemantuvoun matrazcomo control, añadiendoel

mismovolumendesoluciónsalina;todoslos matracesseincubarona 37 0C en baño

con agitación durante 1 hora, al cabo de la cual se procedió a retirar el

ant/microbianomediantela técnicade dilución (100). Para ello se tomaron50 ¡xl de

cada matraz (control y tratados) añadiéndoselosa 50 ml de caldo M-H (dilución

1:1000), con lo que el efecto del antimicrobiano quedabaanulado. Despuéslos

matracesfueron incubados7 horas, de nuevo a 37 0C en baño con agitación.

Todaslas curvasde crecimientoy deEPA se elaborarona partir de recuentos

bacterianosquesehicieroncadahoradesdeel tiempoO (adicióndelant/microbiano)

hastala 70 hora. Esteprocesose repitió tres vecescon cada antimicrobianoy cada

microorganismo(5. aureusy E. coliJ

.

El cálculo de la duración del EPA seefectuóutilizando la fórmuladescrita

por Mc. Donnald (133):

EPA = T-C

donde:

T = tiempo (en horas) quetarda el cultivo de microorganismostratados

en incrementar ¡ logaritmo su concentracióna partir del tiempo O

(dilución del ant/microbiano).
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C = tiempo (en horas) que tarda el cultivo control en incrementar 1

logaritmo suconcentracióna partir del tiempo0.

La duracióndel EPA se tomó comola mediade los tres experimentos+ el

error estándar,y se considerósign<ficativo si era mayor de 30 minutos (133).

2.1.4. EfectoBactericida

Se utilizaron las curvasde EPA para su realización. El efectobactericidao

máximamuertebacterianase calculó como la diferencia,en log,0, entre el cultivo

control y el que conteníaantimicrobiano,tomadaen la hora 1 (momentodel lavado

delant/microbiano) (163).

2.1.5. Efecto “iii vitro” de las sub-CMIde lomefloxacino sobreE.coli en

fasedeEPA

Un cultivo enfaselogarítmicade E. coli fuépre-expuestodurantedos horas

a una concentraciónde lomefloxacinode5 mg/l (la mismaque en los experimentos

de EPA “itt vivo”). Despuésseeliminó el antibiótico efectuandounadilución 1:1000

con caldo M-H frescoy este cultivo, que contenía 0.005 mg/l (0.01* CMI) de

lomefloxacino,sedividió en5 alícuotas,permaneciendouna de ellas comocontrol.

A continuación,se procedió a añadir lomefloxacinoa las otras 4 alícuotasdando

una concentraciónfinal de 0.0625mg/l (1/8 * CMI), 0.125mg/l (1/4 * CMI), 0.25

mg/l (¡/2 * CMI) y as mg/l (1 * CMI). Durante las 8 horas siguientes se

mantuvieronlos cultivos en baño a 37’C y con agitación, haciéndoserecuento
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bacteriano cada hora a partir de la eliminación del antibiótico (149,

procesose hizopor duplicadopara dicho ant/microbianoy E.coli

.

151). Este

2.2. ESTUDIOS “IAl VIVO

”

Para el estudiodelEPA “in vivo “, se utilizó un modelode infecciónen muslo

de ratón neutropénicodescritopor variosautores (43, 75, 80, 201, 203).

2.2.2. EfectoPostantibiótico

Seprocedióa la evaluacióndelEPA, segúnel métododescritopor Vogelman

y cols., ,nediantelos siguientespasosa continuación(203):

A) Neutropenia

Los ratonesse inmunodeprimieroncon dosdosisde 150y 100mg/kg

de ciclofosfamida(vía intraperitoneal) en los días O y 3 (61, 75).

Previamentea la aplicaciónde estemodelosehabíacomprobadola eficacia

de la ciclqfosfamidacomoinmunodepresoren el ratón, alcanzandoun porcentajede

reducciónde leucocitosdel 70-84% en el día del experimentodel EPA (día 4), lo

que permite prácticamenteanular el sistema inmunológicoy evitar una posible

interferencia en la infección bacteriana.
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B) Infección en el muslo

La infecciónen el muslosehizopor vía intramuscular,inyectandoun

volumende a 1 ml de caldo MÑeller-Hinton conmicroorganismosenfasede

crecimiento exponencial(~~gii ó 5. aureus]; el número total de UFC

inyectadofué de 108-10’ UFC/ml. Los inóculos iniciales de todos los

experimentos fueron comprobados y estandarizados mediante el

espectrofotómetrocorrespondiendoun 85-90 % de Transmitanciaa una

longitudde onda de 580 nm, con una concentraciónde 108-10’ UFC/ml.

Cuando la dosis de un ant/microbiano era la mismapara las dos

bacterias,cadamicroorganismoera inyectadoen un muslodistintode un lote

de 65 ratones, 5. aureusen el izquierdoy E. coli en el derecho,’pero si la

dosisde antibiótico era diferentesepreparabangruposde 39 ratones,ycada

unoera infectadoen los dos muslospor la mismabacteria ya sea5.aureus

o E.coli

.

Este tiempose tomó como el 712.

C) Tratamientoantimicrobiano

Al cabo de 2 horas de la infecciónen el muslo, los ratonesfueron

separadosen 2 grupos:

A uno de ellos (de 35 ratones cuando tenían un microorganismo

distinto en cadamuslo o de 21 con el mismo) se les inyectópor vía
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subcutáneaen el musloun volumende 0.2 ml de soluciónsalinay antibiótico

en dosis de 4 mg/kg para gentamicinay netilmicina y 7 mg/kg para

isepamicinapara las dos bacterias;y 4 y 0.5 mg/kgpara ciprofloxacino, 7

y 5 mg/kg lomefloxacino y fleroxacino, con 5.aureus y E. coli

,

respectivamente.La elecciónde estas dos<ficacionesse hizo teniendoen

cuentalaspropiedadesfarmacocinéticasyfannacodinámicasdelantimicro-

biano, asícomo supoderbactericida “in vitro

El otro grupopermanecióncomocontrol (de 30 ratonescuandotenían

los dosmicroorganismosdistintos o de 21 con el mismo)y se les inyectóun

volumenigual de soluciónsalina.

Estepuntose tomó como tiempoO del experimento.

D) Sacrificio de los animalesy extracciónde los muslos

SesacrÉficaron 3-5 ratones (por dislocacióncervical bajo anestesia)

por cada tiempoque se indica a continuación:

- sa-unoControl: en las horas O (administracióndelant/microbiano),

2, 4, 6, 8 y 10.

- siruvo de Tratados: en cada una de las horas JO a 4 <~ y

posteriormenteen las horas 6, 8 y 10.

Despuésdel sacrificio de cada animal y con ayuda de material

quirúrgico (pinzas,bisturíy tijeras) seextrajeron los muslosdel ratón,
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separandola piel y cortandoel músculoen pequeñostrozosquesellevaron

a un mortero de porcelana estéril, añadiéndole9 ml de solución salina

(dilución 1:10 del númerode bacterias en el muslo) y homogeneizando

durante5-7minutoscon arenademarestéril; a continuaciónsetomóel so-

brenadantedel morteroy se procedióal recuentode microorganismos.

E) Recuentodel númerode UFC en el muslodel ratón

A partir del homogeneizado(quese considerócomodilución 1:/Odel

númeroreal de UFC en el muslo)seprocedió a realizar el recuentode UFC

por el método(yadescrito en los estudios “in vitro”) de bancode diluciones

y recuento en placa. Se obtuvieron así las concentraciones de

microorganismospor musloen los distintostiemposy seelaboróunagráfica

conlos datos.

¡9 Cálculo del tiempo en el que los niveles séricos de

antimicrobianoestánpor encimade la CMí

F. 1. Aminoglicósidos

Lasconcentracionesdeant/microbianoen sueroy los tiemposen que

estánpor encimade la C’Mlfueron calculadosy suministradospor Schering

Plough S.A.,proveedorade los ant/microbianos.
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F.2. Fluorquinolonas

Losnivelesdeant/microbianoensuerosedeterminaronpor bioensayo

utilizándoseel métodode difusiónen agar de Grove y Randalí (79a, 162,

167), ligeramentemodificadoy adaptadoa nuestrasnecesidades:

- Elaboraciónde la recta estandar

.

SeutilizandaronplacasPetri de 15 cm dediámetrocon 70 ml deagar

sensitivo y un microorganismo patrón sembrado en masa en una

concentraciónde ío~-í08 UFCYmI, en nuestro casoEscherichiacoli ATCC

25922. Una vezsólidoel agarse procedió a hacerpocillos (3-4por placa)

de 10.3 + (22 mmde diámetrocon la bocade un tubo de vidrio, extrayendo

el pedazode agar con unaspinzas, todo ello realizadode la maneramás

estérilposible. Cadapocillofié llenadocon 300¡xi de una soluciónde ¡‘RS

y antibiótico a distintas concentraciones, realizándose el ensayo por

triplicado.

Las cargas de ant/microbianofueron: 0.00468, 0.00937, CL 1875,

0.0375, (2075,0.15,0.3,0.6,1.2,2.4,4.8,9.6,19.2,22.5y30¡xg(para

ciprofloxacino);0.00937,0.01875,0.0375, 0.075, Uhf, 0.3, U6, 1.2, 2.4,

4.8, 9.6, 19.2, 22.5, 30, 45 y 75 ¡xg (parafleroxacino); U01875,0.0375,

0. 075, 0.15, 0.3, U6, 1.2, 2.4, 4.8, 9.6, 19.2, 22.5, 30, 60y90ug(para

lomefloxacino). Para cada recta estándarse realizaron pocillos control con

300¡xl de solución PBS.

Seincubaronlasplacasa 37’Cy, transcurridas24 horas,semidieron

los halos de inhibición con un calibre, realizándosecon los datos una

regresiónlineal y una recta de mínimoscuadrados(recta estándar)que
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relacionabael logaritmo de la carga y el diámetro delhalo en milímetros.

- Muestrasde suerode ratonesneutroDénicos

.

Las muestrasde suerose obtuvieronpor centr</Ugaciónde la sangre

(3500rpm durante10 minutos),extraídaporel senoretroorbital, de ratones

neutropénicostratadoscon las mismasdosisde ant/microbianovía s. c. que

en el estudiodel EPA “in vivo“. La obtenciónde sangrese realizó a partir

de la administracióndel antimicrobianoy durante4 horas, la ¡a mediahora

cada 15 minutosyposteriormentecada30 minutoshastala 40• Se utilizaron

3 ratonespor cada tiempode extracciónde sangre,haciendoun total de 30

ratonespor cadaensayode ant/microbiano-microorganismo(3 controlessin

antimicrobianoy 27 tratados).

Una vez obtenidoslos suerosseprocedió a llenar 3-4 pocillos,por

tiempo de extracción, en placas Petri preparadasde igual forma a la

explicadapara la rectaestándar.Tras incubacióna 370(’durante24 horas,

se midieron los halos de inhibición y se calculó la concentración de

antimicrobianocorrespondientemediantela recta estándary la ecuaciónde

regresión lineal. Con estosdatos seprepararon dos gráficasde nivelesde

concentracióndeant/microbianoen suero(gg/ml) versustiempo (Ji) por cada

quinolonay dosisdistinta.

El cálculodel tiempoen el quelos nivelesde ant/microbianosuperan

a la CMI se realizó interpolando, en los datos de diámetro del halo de

inhibición obtenidosen los tiempos de extraccióndel suero, el diámetro

teórico segúnla rectaestándar,que correspondea la CMI.
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G) CálculodelEPA

El cálculo del tiempodel efectopostantibióticose realizó mediantela

fórmula (163):

EPA = T-C

donde:

T = tiemponecesariopara queel númerode UFC enlos muslosde

ratones tratados aumenten1 logaritmo10 su concentracióna

partir del tiempoen que los niveles de antimicrobiano en

sangredesciendende la CMI.

C = tiemponecesariopara queel númerode UFC en losmuslosde

ratonescontrolesaumenten1 logaritmo10 su concentracióna

partir del tiempoU

SeconsideróEPA sign<ficativo si era mayor de 30 minutos (133).

H) Control de las concentracionessubinhibitoriasy residuales

delantibiótico en el muslo

Para demostrarque el retraso en el crecimientobacteriano no se

debía a la acción de ant/microbianoresidual (subCMI,metabolitos,etc) se

procedió a infectaren el musloratones inmunodeprimidosconbacteriasen
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faselogarítmicade crecimiento>justo en el momentoen que los nivelesde

ant/microbianoen sueroestabanpor debajode la CMI (101). El métodofue

el siguiente:se inmunodeprimierongruposde 36 ratones, si mástardese les

inoculaba el mismomicroorganismoen los dosmuslos,y de 48 ratonessi se

inyectabaE.coli en un musloy S.aureusen el otro, con las mismasdosisde

ciclofosfamida empleadasen la evaluación del EPA. En el día del

experimentose les administróa la mitadde los ratones,por vía subcutánea,

unadosisde ant/microbianoigual que la utilizadaen la evaluacióndelEPA,

mientrasqueal otro mitad del grupo <control, 18 ó 24 ratones, segúnfuera

con uno o dos bacteriasdistintas, respectivamente)se le inyectó el mismo

volumen de solución salina. Al cabo del tiempo en que los niveles de

ant/microbianoen suero excedíanla CMI, seinfectarontodos los muslosde

los ratones con U 1 ml de caldo M-H con i0’~-ítY UFC de 5. aureus y/o

E.coli en faselogarítmicade crecimiento.

Sesacrificaron 3-4 ratones, segúnel lote, cada hora desdela ja (la

infecciónen el muslo es a las O horas,) hasta la 6~, seextrajeronlos muslos

y se procedó al recuento bacteriano en cada cada homogenizado,

elaborándoseuna gráfica con los datos de log UFC/muslovs. tiempo (h).

2.2.3. Efectobactericida

El efectobactericida, al igual que en los experimentos“iii vítro “, secalculó

comola diferenciade crecimientoen 1og10entreel númerode UFC de los controles

y los ratones tratados, tomada en el tiempo en que los niveles de antibiótico

desciendenpor debajode la CMI (tiempoM) (163).
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2.3. ANÁLISIS ESTADíSTICO

Serealizó el siguientetratamientoestadístico(99):

- Media aritmética

Sumandotodas las concentracionesobtenidasy dividiendopor el

númerode muestrasutilizadasen eseexperimento.

- Error estándar

Se obtuvodividiendo la desviacióntípica por la raíz cuadradadel

númerode datos menosuno. La desviacóntípica se calculó sumandolas

diferenciasal cuadradode todos los datos con su media, dividiendopor el

númerode datosy extrayendola raíz cuadrada.

- Análisisde la varianza

La sign<ficación estadísticasecalculópormediode un ordenadorPC-

3286 y un test de análisis de la varianza (ANOVA de 1 factor, test no

pareado y con muestras independientes)incluido en el programa de

estadísticallamadoESTADIST.

- Rectade re2resión

La rectade regresiónbasadaen el métodode mínimoscuadrados,se

realizó en un ordenadorPC’-3286 con el programa de cálculo LOTUS123.
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Resultados

1. ESTUDIOS “IN VITRO

”

1.1. CONCENTRACIONES MíNIMAS INHIBITORIAS Y

BACTERICIDAS (CMI Y CMB

)

Las CMI y CMB de los antimicrobianosestudiadossemuestranen la tabla

1, frente a S.aureus,y en la tabla 2, frente a E.coli

.

Los mayores valores para los dos microorganismos correspondierona

isepamicina(2 mg/l), y en menorgrado lomefloxacino(1 mg/l), mientrasque las

CMI de ciprofloxacinoyfleroxacinofrente a E. coli resultaron las másbajas (U 12

y 0.015 mg/l respectivamente).El resto de combinacionesantimicrobiano-

microorganismose mantienencon CMI de U 5 mg/l.

El valor de la CMI coincide con la CMB, lo que indica que todos los

ant/microbianostienencarácter bactericida.

1.2. EFECTOPOSTANTIBlOTICO

El efectopostantibiótico“in vitro” inducidopor concentracionessuperiores

a la CMI de los microorganismossemuestraen las tablas1 y 2.

A pesar de las diferencias individualesque se observan, los resultados

estadísticosdel análisis de la varianza, resumidosen la tabla 5, indican que no

existendiferenciassign<ficativasdebidasa los distintosmicroorganismos,ni por la
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utilización de unafamilia u otra de ant/microbiano.

Sepuededecir que, en general, el EPA “in vitro” para aminoglicósidosy

fluorquinolonasfrente a S.aureusy E.coli oscila entre 1.2 y 2.4 h conun mediade

1.8 h.

1.3. EFECTO BACTERICIDA

Losvaloresdeefectobactericidapara losdosmicroorganismosseencuentran

tambiénen las tablas1 y 2.

Destacan los mayores valores de isepamicina (3.8 log UFC/ml) y

ciprofloxacino (aproximadamente3 log UFC/ml)frente a los dosmicroorganismos,

aunqueestosdatosno influyanen el resultadofinal del EPA puestoque, comose ha

comentadoen el apanadoanterior, no habíadiferenciassign<flcativas entre ellos.

Sí es un dato a tener en cuentaen el estudio del efectopostanribiótico ya que,

elevadosefectos bactericidas, supondrían un riesgo de “perder” el cultivo de

microorganismostratadospor una acción bactericida rápida y altamenteeficaz.

1.4. EFECTO DE LAS SUBCMI DE LOMEFLOXACINO “IAl VITRO

”

FRENTE A E.COLI EN FASE DE EPA

En la figura 23 estánrepresentadaslas curvasde crecimientode E. coli en

fase de EPA, tras un tratamientode 2 horas con 5 mg!! de lomefloxacino,y el

posteriorefectoqueproducenla CMI, 1/2 * CMI, 1/4 * CMI y 1/8 * CMI, sobre
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estosmicroorganismos.

Seobservaunafuerteactividad bactericidaprácticamenteparalela, con las

tres primerasconcentraciones,desapareciendoel númerode UFC/ml en 6-7 h a

partir de la exposición. Con 1/8 * CMI la actividad es predominantemente

bacteriostáticaduranteunas6horas,al ténninode las cualesel cultivo se recupera,

y en 2 h más, alcanzaproporcionessimilaresa las del cultivo control.
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2. RESULTADOS “IAl VIVO

”

2.1. RECTASESTANDAR

Las rectas estándar frente a la cepa patrón E.coli ATCC 25922

correspondientesa lasfluorquinolonasseencuentranen lafigura 1. Lasecuaciones

de regresión lineal basadasen el método de mínimos cuadradosfueron las

siguientes:

Ciurofloxacino

Y = JJ.8988989732*X + 39. 751583866

(R2 U9789)

Fíe roxacino

Y = 14.4135596037*X + 29.2944097

(R2 = U9899619074)

Lomefloxacino

Y = 12.9235684981*X + 31.20741391

(R2 = 0.9759829584)

dondeYesel diámetrodel halo de inhibición yXesel logaritmo de la carga

de ant/microbiano.

Segúnseapreciaen la figura 1, por la proximidadde las nubesdepuntosa

la recta y por lo cercanoa la unidadde los coeficientesde determinaciónR2 que

determinanla variabilidad total atribuible a la variabilidad de la regresión, se

deducela existenciade una excelenterelación lineal entre las dos variablesX e Y.
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2.2. CURVAS DE CONCENTRAClON DE ANTIMICROBIANO EN

SIlERO DE RATON NEUTROPENICO

En las figuras2, 3 y 4 se muestran las curvas de concentración en suero de

ratón neutropénicode las fluorquinolonasdespuésde una monodosis.

En general, lospicosde concentraciónfreron alcanzadosa la mediahora de

la administración del ant/microbiano, observándosepara fleroxacino un

mantenimientoduranteaproximadamenteuna hora de los nivelesmásaltos.

Al cabo de 3-4 horas las concentracionesde antimicrobiano en suero,

situadas muy por debajo de la CMI para E. coli, ya no fueron detectadas,

posiblementepor desaparicióndel antibiótico o debidoa la falta de sensibilidadde

la técnica empleadaa tan bajos niveles.

2.3. TIEMPO EN EL OUE LOS NIVELES DE ANTIMICROBIANO

ESTANPOR ENCIMA DE LA CMI

El tiempo en que los niveles de ant/microbianosobrepasanla CMI están

indicadosen las tablas3 y 4.

Como se indicó en el apartado de material y método, este tiempo fué

suministradopor la casa comercial en el caso de los aminoglicósidos. Para las

fluorquinolonasse utilizaron las rectasestándary ecuacionesde regresióndescritas

en páginasanteriores.

Los aminoglicósidos se mantienen con valores homogéneos de
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aproximadamenteuna hora, con isepamicinaresultaron algo menoresya que las

dosis utilizadas en relación con su CMI fueron menores. Los mayores valores

correspondenafleroxacino (2.2 Ii para 5.aureusy 3.2 para E. coli posiblemente,

por su mayor vida media, seguidosde los de ciprofloxacinoy lomefioxacino.

En resumen,lasconcentracionesdefluorquinolonasse

en sueropor encimade las CMI que las de aminoglicósidos.

2.4. EFECTOPOSTANTIBIOTICO

mantienenmástiempo

lasfiguras 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 estánrepresentadas

de crecimiento de 5. aureus y E. coli en muslos de ratones tratados y

indicándosetambiénel EPA y el tiempoque el antimicrobianoestápor

la CMI.

En las tablas3 y 4 se resumenlos tiemposde efectopostantibióticoy en la

tabla 5 los resultadosdelanálisis estadísticode la varianzacomparandodiferentes

grupos de muestras “itt vivo”.

No hubo diferencias sign<ficativas entre todos los EPA debida a un

microorganismou otro. En cambio, si la hubo respecto al antibiótico (P = U 005),

resultandomayoreslosEPA deaminoglicósidosquelos defluorquinolonas,a pesar

de su menortiempode exposicióna concentracionessobrela CMI e incluso menor

efecto bactericida como se verá más adelante; concretamenteesta diferencia se

compruebade maneramáspronunciadaen 5. aureusque en E. coli

.

En

las curvas

controles,

encimade
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2.5. CONTROLDE LAS CONCENTRACIONES SUBINHIBITORIAS EN

EL EPA

Las curvas de control de las concentraciones subinhibitorias “in vivo”,

figuras 17, 18, 19, 20, 21 y 22 A, indican que no hay actividad antimicrobiana

residualya que el crecimientobacterianoen las reinfeccionesde ratonescontroles

y tratados era paralelo.

En el casode lomefloxacinofrentea E.coli, representadoen la figura 22 II,

secomprobóactividadbactericidade lasconcentracionessubinhibitor/asa partir del

tiempoen queel ant/microbianohabía descendidode la CMI (aproximadamente2

It). El experimentose repetióentoncesreinfectandoal cabo de3 h, para comprobar

si persistíael descensoen la curvade tratados. Secomprobóquerealmenteasí era,

por lo tanto, el EPA de lomefloxacinocon E.coli no es verdaderosinoquesería la

suma del supuesto EPA (menor de 3 h) más la actividad debida a las

concentracionesde subCML

Posteriormentese realizaron una serie de curvasde crecimiento “in vitro”

conE. coli en fasede EPA y distintasconcentracionesde subCMI, en un intento de

buscaruna explicacióna estaactividadsubinhibitoria “in vivo” (ver apanado1.4.,

figura 23). El resultado fué que las bacterias en fase de EPA poseen una

susceptibilidadmuy alta a concentracionesde 1/2 y 1/4 * CMI.

2.6. EFECTOBACTERICIDA

El efectobactericidaquedaresumidoen las tablas3 y 4 observándoseuna
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actividadsimilarentrelos aminoglicósidosperomenorqueparalasfluorquinolonas

para ~~pji~ para 5. aureus la diferencia fué menor, no obstante ciprofioxacino

presentó mejor actividad bactericidaque el resto de los antimicrobianos.

El mayor efecto bactericidaseencontró en lasfluorquinolonasfrente a E. coli

con una mediade diferenciade 3 log UFC/musloentre los controlesy tratados.

7’
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TABLA 5. Resultadosdel análisis estadísticode la varianzaentre dWerentesgrupos

de muestras.

GRUPOS DE MUESTRAS

QUE SE COMPARAN P

DIFERENCIA

SIGNIFICATIVA

GRUPO DE

MAYOR MEDIA

EPA in vitre - EPA in vive O.OX] Si EPA ¿pi vivo

Saureus -- E.celi 0.9 NO

Aminoglie. - F.Quinolon. 0.8 NO

Se. in vitre - So. ¡pi vive 0.02 Si S.a ¡pi vivo

A. ¿a vitre - F.Q. ¿a vitre <‘29 NO

A. la vivo F.Q. ¡a vivo 0.005

A. it, vitre - A. it, vivo 0.0001

F. Q. it, vitre - E. Q. in vivo 0.03

Abreviaturas:So.,~gÁ=re~,y§Re., Eco/UA arninegticósidos;F.Q., fluorquinelonas.
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FIG.S Efectopostantibiótico“fn vivo” de gentamicinafrente a S.aureus.La barra

horizontal indicael tiempoqueel antimicrobianoestápor encimade la CMI.
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FIG. 7 Efectopostantibiótico “in vivo” de netilmicinafrente a S.aureus. La barra

horizontal indica el tiempoqueel antimicrobianoestápor encimade la CMI.
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FIG.10 Efecto postantibiótico “fn vivo” de isepamicinafrente a E. coli. La barra
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Discusión

La discusiónde los resultadosestará centradaprincipalmenteen el EPA,

señalandotambiénlos aspectosmásrelevantesdel resto de los resultados<sobretodo

enfluorquinolonas “in vivo “) quepuedaninfluir en el evaluaciónfinal del efecto

postantibiótico. Así mismo se comentarán algunos puntos de interés en la

metodologíadel EPA, y un análisiscomparativode resultados “in varo e in vivo”

enel queseintentarádar una ideade conjuntodeestefenómenoy susaplicaciones

prácticasen la terapia antimicrobianahumana.

1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS“IN VITRO

”

Los EPA “in vitro” inducidospor aminoglicósidosy fluorquinolonassobre

FQcoli y S.aureus han resultado uniformes y amplios, con una media de

aproximadamente2 horas, no encontrándosediferenciassignjficativas (P = ~9)

entre ellos (tabla Sf Por lo tantoestosresultadosparecenseñalarque los EPA “fn

vitro” para estosantimicrobianosy microorganismossepodrían considerardentro

de un parecido rango y, probablementeeste hecho pueda extendersea otros

antibióticossimilares.

A continuaciónse discutirán algunospuntosde interés panicularpara los

antimicrobianosestudiadosy una comparaciónde resultadoscon otros autores.

1.1. EVJ4LUACJOIV DEL EPA “IN VITRO” DE LOS

AMJNOGLICOSJDOS

Los aminoglicósidos estudiados mostraron unos EPA homogéneosy

moderadamentelargos para E.coliy Laureasqueoscila entre 1.2y 2.4 horas. Las
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diferenciasobservadasindividualmentebienpuedenserdebidasa las dosisutilizadas

o al antimicrobiano.

Isepamicinademostrótener un rápido yfrene efectobactericidaen previos

estudios“in vitro” y, por ello> huboquedisminuirla proporciónconcentración/CMI

en la exposidónal microorganismo,escogiéndoseuna dosis de 3.5 vecesla CML

Estopermitió la evaluacióndelEPAsin riesgoa perderlosmicroorganismosdurante

el experimento (20/). En el resto de los antimicrobianos se optó por una

concentraciónde 8 veces la CMl para producir un máximo EPA y una hora de

exposiciónpara todos ellos (42), incluyendoisepamicina.

Aunqueel mecanismodeacciónes el mismoen los tres aminoglicósidosy el

EPAsupondríael resultadode un acoplamientoirreversibledel antimicrobiano a los

ribosomasbacterianos(47, ¡38, 155, 168), esevidentela d¿ferentesensibilidadentre

gentamicinaynetilmicinarespectoa isepamicina,siendomayoren los dosprimeros.

Sin embargo este hecho no parece influir en su poder bactericida, ya que

isepamicinaposeelas CMI más altas (2 mg/l) pero su efectobactericida es más

elevado (160, 190.).

1.2. EVALUACION DEL EPA “fN VITRO” DE LAS

FL UOROUINOLONAS

El efectopostantibióticoen fluorquinolonasmostró valores parecidosa los

de los aminoglicósidos, situados entre 1.4 y 2.1 mg/l y, al igual que ellos, las

djferencias entre uno y otro pueden ser atribuibles al antimicrobiano y su

concentración.

En general,un incrementode la concentracióny del tiempode exposiciónse
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acompana de un incremento en el EPA (2, 37). Sin embargo varios autores (43, 206) 

han senalado, que un aumento por encima de 10 veces la CM no implica un 

aumento signbkativo del EPA. En el caso de 1asJuorquinolona.s una concentración 

de 6 mg/1 y una hora de exposición resultó apropiada, excepto para ciprofloxacino 

que por su gran efecto bactericida se disminuyo a 0.5 mg/l, la misma dosis utilizada 

en el estudio del EPA “in vivo”. 

El mecanismo exacto de las fluorquinolonas para producir el EPA es todavla 

desconocido aunque la mayoría de los autores opina que este efecto sen’a 

principalmente bacteriostático como consecuencia de los danos subletales y la 

persistencia en el sitio de acción a nivel de la ADN-girasa (4, 64, 182, 201). 

Los más amplios EPA fueron para ciprofloxacino (2 y 2.1 h para Xaureus 

y &oli, respectivamente) explicados quizá por su buena actividad bactericida y la 

mayor sensibilidad de los microorganismos, sobre todo E. a ello se une que este 

antimicrobiano actúa tanto en fase logarhmica como exponencial (46, 186). 

1.3. 

La duración del EPA “in vitro” entra dentro de los intervalos observados por 

otros autores para antimicrobianos de la misma familia, aunque las concentraciones 

ensayadas por ellos varian (tabla 6) y el tiempo de exposición oscila entre 1 y 2 

horas. 
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TABLA 6 - Resultadosde EPA “in vitro”

algunosde los antimicrobianosestudiados

evaluadospor otros autorescon

y otros de la mismafamilia.

ANT!WCRORIA NO MICROORGANISMO CMI

<mgIt)

CONCENTRAClON

(mg/O

EPA

(Horas)

Gentamicina Eco11(43)

£..=.QI’(100)

Laureas(‘43)

0.5

0.5
1

5

5

5

1.8

4.7

0.3

Ami/cocina £ ojeteas(163)

E. cotí (/63)

1

1

20

10

2.2

1.9

Tobramicina E. celi (43)

E. coli (164)

1

1

6

6

6

1.2

1.2

1.8

Netiknicina E. coli (100) (25 4 6. ¡

Ciprofloxacine 5.oreas <‘43)

Sogueas(/36)

EcoIl (164)

E.celi (43)

0.1

0.5

0.015

(2007

(25

1.5

0.03

0.09

0.03

2

2.1

1.2

2.5

2.1

Norfiexocino Laureas(42)

Saureas(/63)

E.coli (163)

EcoIl <‘43,)

0.2

1

(2062

(248

/

/0

0.62

0.24

2.4

2.9

¡.9

2.2
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Craig y cols. (43) evaluaronel EPA medianteel métodode recuentoen placa, así

comoRennebergy Walder (163). Rescotty cols. (164) emplearondosmétodospara

evaluarel EPA “in viti-o”; uno de ellos, el más utilizado, de recuentoen placa de

agary el otro, un métodoespectrofotométrico,no encontrandoningunadiferencia

estadisticamente sign¿flcativa entre ellos. Esto mismo ha sido confirmado

recientementepor Meng y cols. (136) quienesafirman que ambosmétodosson

comparablesen susresultados. Isakssony cols. (100) han determinadoel EPApor

el método de bioluminiscenciade ATP bacteriano y es muyprobable que esté

supervaloradocomoya se comentóen el apanadode introducción. El EPA de

ciprojioxacinofrente a S.aureua tambiénha sidoestudiadopor Fuursted(67, 68) y

los resultadosestán en el mismorango de los aquíencontrados.

En generalhabríaposiblílidaddeafirmar, observandolos datos,queel efecto

postantibiótico “in vitro” de aminoglicósidosy fluorquinolonasfrente a E.coli y

£aureusfieneunamediade2 horasdeduración, con variacionesindividualessegún

la técnica,concentraciónempleadooel tipo demicroorganismo(43, 201, 203, 217).

2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS“IN VIVO

”

El modelo de infecciónen muslode ratón neutropénicoha resultadoserun

modeloidóneoy relativamenterápido y sencillo en la evaluacióndel EPA comose

verá másadelante.

En cuanto a los resultadosdel EPA “in vivo” en nuestras condiciones

experimentales,no se han encontradodjferencias sign¡ficativas debidas a un

microorganismou otro (P = 0.9), pero en cambio si la hay según la familia de

antimicrobiano.LosEPA de aminoglicósidosfiteronsign~cativamentemayoresque
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los de fluorquinolonas (P = 0.005) oscilando los primeros entre 3.1-5.1 h. y

1.8-3.5k. los segundos;así en el modeloexperimental“in vivo” pareceque influye

másla clasede anrimicrobiano que el tipo de microorganismo.

Otrospuntosinteresantesdel EPA “fn vivo” quetambiénhayqueconsiderar

son la farmacocinéticay propiedadesdel antimicrobiano, que “fn vitro” no era

necesanoteneren cuenta.

2.1. EVALUACIONDELEPA “IN VIVO” DE LOSAMINOGLICOSIDOS

El EPA observado en aminoglicósidos ha sido amplio para los dos

microorganismos,de aproximadamente4 horas como media, conuna dosisqueno

excedióde 8 vecesla CMI y un tiempode exposiciónde alrededorde una hora. Al

igual que “in vitro” los resultados se muestranhomogéneosen cuanto a dosis,

tiempoen quelas concentracionesdel antimicrobianosonmayoresa la CMI (la vida

mediay propiedadesfarmacocinéticassonrelativamenteparecidas),e inclusoefecto

bactericida,lo quefacilitaría lascomparacionesygeneralizacionesconotrosautores

y aminoglicósidos.

Isepamicínamostró los mayoresEPA, aunquela dosisempleadafré menor,

debidoa su mejor actividad comoya secomentóantesen el aparatadoantenor

Todoslos EPA son verdaderospuestoque no se encontróactividad alguna

de subCMIen las reinfecciones(figuras 17, 18 y 19). Estepuntopodríaserpuesto

en duda (ver discusiónde EPAenfluorquinolonas)debidoa quelas infeccioneshan

sidoproducidaspor microorganismosenfaselogarítmicade crecimientoy aún no

ha sido comprobado,en el casode los aminoglicósidosy con estemodeloanimal.

107



Discusión

si existeactividadde esosnivelesde concentraciónsubinhibitoriacon bacteriasen

fasede EPA. Es decir, el EPA podría cubrir una partedelperíododurante el cual

los nivelesfueronsubCMI, evitandoasíla recuperaciónprecozdel crecimiento(77.).

Renneberg<163) en sumodelodehilos de algodónutiliza unosexperimentoscontrol

más completosque Vogelman,y comprueba “in vivo” con amikacinafrente a

5.aureusy P.aerut’inosa enfasede EPA y logarítmica lo dicho anteriormente,no

encontrandoningún grado de actividadde las subCML

La mayor o menor duración del EPA no parece dependerde la CMI

directamente(a menosque seanmuy extremas),sino del mecanismode acción

intrínsecode cada antimicrobianoy, sobretodo, de las concentracionesen suero.

De hecho, en la bibiliogra,fla seencuentraque el log ABC(logaritmodel área bajo

la curvade concentraciónde antimicrobianoen el tiempo)es el parámetroque más

influye enel éxito terapeúticodelos aminoglicósidos(42, 46, 202). Por tanto, esde

esperarque dosis mayores, que provoquenun pico grande de concentracióny

aumentenel efecto bactericida, prolongándoseasí mismolas concentracionesen

sueroen el tiempo,produzcanun EPA más largo.

2.2. EVALUAClONDEL EPA “IN VIVO” DE LASFLUOROUINOLONAS

Aunquemenoresquelos de aminoglicósidos,los EPA de lasfluorquinolonas

tambiénfueron importantes,con un rango entre 1.8 y 3.5 horas, y algo mayores

sobreE. coli posiblementepor su mayorsensibilidad.

Las dosishubo queadaptarlassegúnla quinolona,su actividady CMI. En

un principio se intentó unWcar las dosis a 7 mg/kg, pero se bajó un poco para

ciprofloxacinofrente a 5.aureus (4 mg/kg.)por temora “perder” los
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microorganismosdebidoa unaactividadbactericidapotentey rápida; por el mismo

motivo hubo que disminuirla bastantefrente a E. coli (0.5 mg/kg.). En previos

estudiosse encontró un fuerte efectobactericida “fn vivo” de las fluorquinolonas

frente a E. coli y se optópor reducir la dosjficacióna 5 mg/kg.

En las fluorquinolonasse encontraronmayores valoresde tiemposobrela

CMI y mayores reduccionesen el crecimiento,que en aminoglicósidos,pero sin

embargolos EPA mostradospor estafamilia fueron sensiblementemenores. Una

explicaciónpara estemenorEPA y mayor efectoinhibitorio puedeserel probable

cambio en la morfología de los microorganismos en su exposición a la

fluorquinolona (120, 121). El recuentode UFC estaría subestimadodurante el

espaciode tiempode la exposiciónal antibiótico; peroen cuantoel antimicrobiano

desaparecieralos microorganismosrevertirían a su forma normal, y el ratio de

crecimiento en tratados aumentaríabruscamentesuperando incluso al de los

controles. Estehechose observamejor en las gráficasdelEPA defluorquinolonas

frente a S.aureus (figuras 11, 13 y 15) posiblementedebido a que el efecto

bactericidaesmenory la curvademicroorganismostratadosse recuperaantes.Esto

sugierequeel EPA está influido por la actividad bactericiday bacteriostáticadel

antimicrobiano en el tiempo, y dependede la sensibilidadparticular de cada

microorganismoal mecanismode acción de éste.

Dicho de otra forma, el EPA en fluorquinolonassepresentaríasegún el

grado de acción bacteriostática (que coincide con el período de cambio de

morfología)y el tiempoen que tardanen recuperarselos microorganismostratados

(influido por el efectobactericida). Cuantomayoresseanestasdos acciones,más

tiempo tardarán los microorganismos en recuperar una cinética normal de

crecimientoy mayorserá el EPA. Incluso si se consigueuna actividad bactericida

elevada,el cultivo tardará mástiempoen recuperarsey en la aplicación clínica del

EPA sepodría conseguirla erradicación de los microorganismosa intervalos de

dosWcaciónlargos con dosisgrandes.
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2.2.1. Valoracionesfannacocinéticasy fannacodinámicasque influyen en

el EPA

Las d¿ferenciasencontradasen el tiempoque semantieneel antimicrobiano

sobre la CMI se debenprobablementea las propiedadesfarmacocinéticasde los

antibióticos. Fleroxacinomostrólosmayoresvalores (2.2 Ji y3.2 hfrentea S.aureus

y E.coli, respectivamente)ya queposeela mayor vida mediay ABCjunto con una

buenapenetraciónen tejidosy fluidos (143, 210). Lomejioxacinoa pesarde tener

buenaspropiedades,tiene una eliminación renal muyelevada(210), a ello seune

una menordosisen relación a la CMI (algo elevadasen comparacióncon el resto)

y esto explicaquizá que tengalos valoresmás bajosde concentraciónsobrela CMI

en suero,

2.2.2.Control de las concen»ucionessubinhibitoriasen el EPA ‘iii vivo

”

Teniendolo anteriormenteen cuenta,sorprendeque los mayorestiemposde

EPA sean los de lomefloxacino,sobre todo frente a 5.aureus que tiene CMI

moderadamentealta y tiemposobrela CMI y efectobactericidarelativamentebajos.

Es posible que.sea debidoa la mayor afinidadde la fluorquinolonapor la ADN-

girasa de estemicroorganismoy sumayorpersistenciaen el sitio de acción de éste

(137).

Sin embargo en el caso de E. coli fué demostradauna frerte actividad

subinhibitoria, incluso al cabo de 3 horas de la administracióndel antimicrobiano

~gura 22 ¡3). Por mediode reinfeccionesconmicroorganismosenfaselogarítmica,

en un tiempoen el quese suponíaque el antimicrobianono tendría efecto

110



Discusión

bactericida, pudo comprobarseque el EPA estabavaloradomuypor encimade lo

que deberla ser en realidad. Se descartóla acumulación intracelular ya que las

fluorquinolonasy aminoglicósidos,aunquetienen cierta acumulaciónen fagocitos

y libroblastos, no hay discrepancia, en experimentosde pocas horas, con la

disponibilidad clínica del antimicrobiano (1%). Se realizó un experimento

complementario“in vitro” conmicroorganismosenfasede EPA (figura 23), ypudo

comprobarsequeel efectobactericida aumentabasensiblementede tal fórma que,

en cultivos con 1/2 y 1/4 * CMI no habla crecimientoen 6-7Ji.

A la vistade estocabedudaracercadelpapelde las reinfeccionesde control

de la actividadsubinhibitoria “in vivo” conmicroorganismosenfaseexponencialde

crecimiento.Estos experimentospareceque detectaríanactividad de las subCMI

cuandoéstaes grande (caso de lomefioxacino.)pero esa actividad que actúasobre

bacterias enfase de EPA, que es lo que realmenteocurre, esposible quepase

desapercibida(figuras 17 a 22 A).

Hay motivospara pensarqueen lasfluorquinolonasy otros antibióticos (en

el apanado2.1 de aminoglicósidosya se comentóestaposibilidad)puedeocurrir

este efecto debido a las concentracionesde subCMI. En el caso de los

betalactámicosse han encontrado tiempos de EPA debidos o influidos por

concentracionessubínhibitorias(133, 149, 151, 173, 212). En las fluorquinolonas

aún no haycasi referenciaspero, ,4oyamaycols. (4) observanactividad bactericida

y bacteriostáticade ciprofioxacinoyfleroxacinofrente a 5.aureuscon un 1/2 y 1/4

vecesla CMI, y/rentea E.coli con un 1/2 * CMI. Si estaactividadsemanWestacon

t’acxerias en fasede crecimientologarítmicoesmuyprobableque, cuandoesténen

fasede EPA, el ¿fectobactericidaaumentede tal forma que el cultivo tarde mucho

mástiempo en recuperarse<figura 16). Dalhoffy Ulíman (46) encuentranque las

quinolonasa concentracionesmayoresde la CMI afectan a la membranainterna

bacteriana,ypresentanla posibilidadde queel EPA estémediatizadopor subCMI.
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Recientemente,Shibatay cols. (183) teniendoen cuentala actividad de las subCMI

“in vivo” condiversasfluorquinolonasenel estudiodel EPA,observanqueel tiempo

que tardan en alcanzar tasasde crecimientonormal los microorganismostratados

es muy alto en comparación con lo que ocurre “in vitro “. Esto es debido

precisamentea la larga vida media y permanenciaen los tejidos de estetipo de

antimicrobianos.

2.3. COMPARACION CON OTROSAUTORES

Encontrar un modelo con las mismas concentracionesde antimicrobiano,

técnicas empleadasy cepas utilizadas es muy d(/Tcil, mayormentepor la poca

disponibilidadde datos “in vivo” ya que estosmodelosanimalesson relativamente

modernosy aún no están bien estandarizados.A pesar de estas limitaciones, la

comparacióncon otros autores aabla 7) siemprepuede orientar y permitir una

evaluaciónmásglobal de estefenómeno.

De la bibliografla señalada en la tabla Vogelmany cols. (42, 43, 203)

utilizan el modelode infección en muslo de ratón neutropénicoy una técnicamuy

similar a la de estetrabajo. Renneberg(163) utiliza un modelode hilos de algodón

en ratones normales, bien estandarizadoy con un control más riguroso que

Vogelmande las concentracionessubinhibitoriasque garantizaque los tiemposde

EPA encontradosseanauténticos.

tosEPA de aminoglicósidossonalgomásbajos, sobretodopara E. coli, que

los obtenidosen este estudio,pero se podría decir que en conjunto no d¡fleren

mucho,ya quelos valoresde EPA varíande un trabajo a otro tanto “in vitro” como

“fn vivo “. Por ello, el efectopostantibióticode una determinadacombinación
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antimicrobiano-microorganismo,dosfactoresimportantesqueafectana la duración

delEPA (203), ha deserevaluadodentrode un determinadorango de valores más

o menosamplio (42). Por ejemplo,Fantiny Craig (63) encontraronrangosde EPA

“in vivo” de 1.4 a 6.9 horas con gentamicinafrente a 15 aislados clínicos de

enterobacterias.

TABLA 7 - Resultadosde EPA “fn vivo” evaluadospor otros autorescon

algunosde los antimicrobianosestudiadosy otros de la mismafamilia.

ANTIMICROBIANO MICROORGANISMO CMI

<mg/O

DOSIS

(mg/O

EPA

(Horas)

Gentamicino 5. aareas(203,)

E. cefi (203)

(25

0.5

6

6

3.4

1.7

Amikacina 5. ajereus(163)

E. cefi (163)

¡

¡

10

10

2.3

3.8

Tobramicino E. coii (203) (27 8 1.8

Netibnicina E. ccli (42) 0.5 3 1. 7

ciprefiex~ñno E. ccli (43) 3. 12 3.8

Norfioxacino £ ojereas (163)

E. ccli (163)

(

(2062

3

3

4.3

3.4
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En quinolonaslos valores sonmássimilaresa los aquí obtenidosy, aunque

sonpocoslos datosde modelos“fn vivo “, parecequeel EPA de lasfluorquinolonas

estáen consonanciacon los encontradosen esteestudio.

3. EVALUACIONTOTAL DEL EPA “IN VITRO” E “IN VIVO

”

Teniendoen cuentatodoslos resultadosseelaboróun análisis estadísticode

la varianza, entre d¿ferentesgrupos de muestras, para obtener algunos datos

globalesdel EPA quepermitan extraerconclusionesmásclaras (tabla 5).

Los tiempostotalesde EPA obtenidosen el modeloexperimental“fn vivo”

claramentesuperana los encontrados“in vitro” (P = 0.0001),tanto en lo referente

a los aminoglicósidos (P = 0.0001) y fluorquinolonas (1’ = 0.03) como a los

microorganismos,S.aureus(P = 0.02)y E.coli (P = 0.001). Estehechocorrobora

los resultadosobtenidospor la mayoríade los investigadores(29, 43, 163, 203). La

explicaciónmásprobable seria que ambasfamilias de antimicrobianosson muy

bactericidasy elevadasconcentracionesdeantibiótico “in vitro “provocarían un gran

númerode muertesbacterianas,por lo que la evaluacióndel EPA por recuentode

bacteriasviablessería dj/Icil (42, 201). En cambio “fn vivo” la concentraciónes

fluctuante,con una exposicióngeneralmentemáslarga y suavequepermiteque la

muertede los microorganismosno sea tan bruscaypuedaevaluarsemejor (203). A

pesarde esto, los datos del EPA in vivo utilizando el modelode infecciónen muslo

de ratón neutropénicoson concordantescon los encontrados“in vitro” (43.). Otros

investigadoreshanobtenidoparecidosresultadosconestemodeloy antimicrobianos

como isepamicinay nuevasquinolonas(141, ¡52.).

No seencontródiferenciasignjflcativa en el conjuntode los EPA debidasa
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los microorganismosS.aureusyE. coli (P = 0.9), ni para los antimicrobianos (P =

0.8) aunquecomo ya se vió anteriormentela diferencia entre aminoglicósidosy

fluorquinolonassí se manifiesta ‘Vn vivo”. De estaforma parece que el modelo

animal ademásde adecuarsemás a los EPA reales (más largos y complejos)

permitiría cuant<fi carlosy discernirlos conmásclaridad entreunafamilia y otra de

antimicrobiano.

En cuantoa la igualdadde EPA en los dosmicroorganismosS.aureusy E. coli, en

la bibliografi’a seobservaqueconantimicrobianosbetalactámicoslos EPA deGram-

positivos resultan bastante más grandes que los de Gram-negativos, no

encontrándoseen los segundossupresiónsign<flcativa del crecimientobacterianoo

incluso EPA negativo<‘43). Una excepciónsería imipenem,ya que se ha observado

EPA sobre los dos tipos de microorganismos(6). Respectoa otros antibióticos

(aminoglicósidos,fluorquinolonas,macrólidos.) esta d¿ferencia no es tan evidente

(42, 163), no encontrándoseningún caso en que se haya realizado un análisis

estadísticocon un gran númerode muestraspara demostrarlo contrario.

A la vista de los resultados,el efectopostantibióticoen aminoglicósidosy

fluorquinolonassepodría resumir en la tabla 8.

TABLA 8 - ResultadosdeEPAobtenidosen estetrabajo conaminoglicósidos

yfiuorquinolonasfrente a S.aureusy E.coli

.

ANTIMICROBIANOS EPA “IN VITRO” (74 EPA “IN VIVO” <h)

AMINOGLICOSIDOS

1,2-2.4

3.1 - S.J

FLUORQUINOLONAS 18 3.5
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4. EVALUACION DEL MODELO EXPERIMENTAL

4.1. MODELO “IN VITRO

”

La elecciónde la técnicadedilución para eliminar el antimicrobianosehizo

principalmenteen basea sufacilidad y rapidez. Por otra parte la mayoríade los

autoresprefierentambiénestatécnicacon lo quela comparaciónde datosseríamás

aproximada(29, 43, 68, ¡12, 132, 133, 163> 164). El mayor inconvenientees la

posibilidad de perder el cultivo tratado con antimicrobianosmuy bactericidas

despuésde efectuar la dilución (generalemente1:10W.). A pesar de estas

limitaciones, tomandoprecaucionesen escogerla concentracióny el tiempo de

exposiciónadecuadospara cada antimicrobiano este método resulta sin lugar a

dudasel máscómodoy rápido.

La utilizaciónde los microorganismosE. coli y 5.aureussehizo teniendoen

cuentavariosfactores;primero, las relativamentealtasfrecuenciasen enfermedades

infecciosas corno patógenos pricipales o como asociados; segundo, como

representantesdedosclasesdiferentesdemicroorganismos<‘Gram-poshtivosy Gram-

negativos) con característicasdiferentes en cuanto al EPA; y tercero, la mejor

comparacióncon los datos de otros autores, ya que son los microorganismosmás

utilizados. Hay otros factores que influyen en esta elección como los bajos

requerimientosnutricionalesquenecesitanparaobtenerun buencrecimiento,sufácil

identWcacióny comodidadde manejo.

Losmicroorganismosse utilizaron enfasede crecimientoexponencialpara

poder evaluar el crecimiento microbiano en pocas horas, y porque además la

mayoríade los estudiosen la bibliografla los realizanen estafase.Por otraparte,
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nos encontramoscon una mejor aproximacióna la realidad de una infecciónaguda

“in vivo” quedebesertratada conantimicrobianosy, aunqueel tamañoinóculo sea

mayor, en la mayoríade los antimicrobianosestehechono influye básicamenteen

el EPA. En bacilos Gram-negativospareceque se ha encontradouna disminución

delEPA al aumentarel tamañoinóculo,pero todavíaquedamuchopor investigar

ya que los datossonescasos,algo contradictorios,y en modelos“in vivo” como el

de hilos de algodóno infecciónen musloaún no seha estudiado(56, 8.9, 164). Hay

queseñalarquealgunosantimicrobianosactúanenfasede crecimientologarítmico

y enfaseestacionaria(74, 186)por lo queestepuntopuedesertambiénimportante

enfuturasinvestigaciones“iii vitro

4.2. MODELO 11IN VIVO

”

El modelo de infección en muslo de ratones neutropénicosse cías¿ficaría

dentrode los llamadosmodelosmonoparamétricos(178, 216) en los cualessemide

un indicadorsimplede la efectividaddel antimicrobiano,en estecasoel EPA. Las

posibilidades de este modelo son grandes y podría dar lugar a un modelo

multiparamétrico en el que se evaluarandiversosaspectoscomofarmacocinética,

EPA, ¡‘ALE y pequeñostratamientosa corto plazo.

El modelo de infección en muslo de ratón neutropénicoposeegrandes

ventajasfrentea otros modelosanimales:

- fácil manejode los animales.

- rapidez y eficacia en la obtenciónpara su recuentode las bacteriasdel

muslo.

- los nivelesde antimicrobianoen sueropuedenestimarlas concentradones

en el líquido intersticial del músculodel muslo.
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- la inmunodepresiónpermite ver aisladamente la relación bacteria-

antimicrobiano.

- las curvas de control de las concentracionessubinhibitoriascomprueban

queel EPA no sedebea la accióndel antimicrobianoresidual.

Estasventajas, constatadaspor nosotrosy otros autores (46, 75, 83, 139,

203), se puedenmatizary discutir para ejemplos concretosencontradosen este

trabajo.

La técnica de bioensayopor pocillos utilizada, ha demostradobuena

sensibilidad(coeficientesdedetenninaciónR2 en las rectasestándarmuycercanoa

uno), para detectarlas concentracionesfisiológicasde los antimicrobianosen el

sueromurinohasta la CML

Hay muchosfactores que intervienen en la penetración y distribución del

antimicrobianoen los tejidos (13, 38, 59, 106, 108, 111, 129, 161). Sin embargo,

se ha demostradoque modelosanimalescon una AS/V = 60 <‘AS/V = área de

supe~flciedecontactoentrelos capilaresy el compartimentoqueseestudia,respecto

al volumende líquido quecontiene),los nivelesde antimicrobiano en suerosonmuy

parecidosa los encontradosen tejidos (172). El modelode infecciónen musloy casi

todos los modelosqueutilizan compartimentosnaturales, tienenuna relación AS/V

alta. Por tanto, los niveles de antimicrobiano (y susmetabolitosactivos) en suero

estimaríanrelativamentebienlas concentracionesenelfiuidointersticialdelmúsculo

del muslo (34, 162, 170, 171, 172, 203). Así mismose ha comprobadoque la

farmacocinéticaes igual en ratones infectadosy normalesya que no se origina

absceso (debido a la neutropenia) y el edemaproducido es mínimo (162), no

variando entoncesla relaciónAS/V.

Otrosfactoresque influyenson la unióna proteínasen el suero (11, 41, 79,), pero

la concentraciónde albúmina en el líquido intersticial es sólo el 50% de la del

suero;ademásestauniónen aminoglicósidosy fluorquinolonasesmínima (19, 79,
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185, 209), comoya seseñalóen el apartadode introducción, siendoprácticamente

despreciablesu interferenciaen el bioensayo.

El empleo de la ciclofosfamidacomo inmunodepresorha demostradosu

eficaciaya quegeneralmenteno es tóxicoyfavorecequese instalela infección.De

lo contrario, deberíanemplearse inóculosmuy altos produciendosepsisfulminante

en el animal.

Lasreinfeccionescontrol de la actividadant/microbianaresidualesun punto

quedebeser revisado. Como seha apuntadoantescon algunosantimicrobianos

(ciprojioxacino, fieroxacino,>, estatécnicaparece no detectarla actividad de las

subCMI en bacteriasconfasede crecimientologarítmico,cuandoéstaes débil. Sin

embargo,la realidades que las bacteriasde la infecciónse encuentranenfasede

EPAy entoncesesprobablequeesaactividadseman¿fieste.En lomefloxacinose vió

actividaddesubCMlcon los dostipos debacterias,peroconotrosant/microbianos

estetemaha deserestudiadomásafondopuestoqueel EPA “in vivo” puedeestar

sobreestimadoen algunoscasos.

Una solución a esteproblemasería la propuestapor Shibatay cols. (183)

que,para medir el EPA “fn vivo”, empleael término de tiempode “recrecimiento”

efectivo(TRE)comoel tiemponecesarioquenecesitanlosmicroorganismostratados

para alcanzar el número de bacterias que había antes del tratamiento. Este

parámetroresultaríamuyútilparamoléculasconactividadsubinhibitoria,y además,

no senecesitasaberel tiempoen que se mantieneel antimicrobianopor encimade

la CMI, con lo cual es un ahorro de tiempoy de material.
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5, EXTRAPOLAClON A LA CLíNICA HUMANA DEL EPA Y OTROS

FACTORESEN LOS PROTOCOLOSDE DOSIFICA ClON

Aunqueen los modelosanimales,y en concreto el de infección en muslo,

evidentementeno es posiblehacer una extrapolacióndirecta de los resultados,sí

ayudana obtenerdatos quepor razoneséticaso técnicassond~flcilesde obteneren

el hombre (12, 15, 21, 39, 214, 215, 216). Evaluando convenientementelos

resultadosy teniendoen cuentasus limitaciones,estosmodelosparecenserla única

manerade estudiardeterminadosefectos,como el EPA “in vivo “. Esto no quiere

decir quese tengaqueprescindirdel trabajo “invitro” sino que, por el contrario,

éste nos proporciona un apoyo básico e indispensableen la orientación del

experimentoanimaly en la actividadde un ant/microbiano(2/3»

La búsquedade una terapia conveniente (109, 131, 145) no sólo debe

basarseen testde susceptibilidad“in vitro “, sino que hay otrospuntosimportantes

a teneren cuenta,por ejemplo el EPA, la farmacocicética,posible selecciónde

resistencias,la toxicidady el efecto PALE, todos ellos relacionadosentre si.

Un antimicrobianocon EPA y otras característicasfavorables,implica que

podríaseradministradoconun intervalomayorde tiemposinperdereficacia,como

sería el caso de aminoglicósidosy fluorquinolonas. Las ventajas son múltiples,

comodidadpara el paciente, redución de efectos tóxicos, y ahorro de personal

sanitario y material desechable.

5.1. FARMACOCINETICA

Diversos estudioshan demostradoque el parámetrofarmacocinéticode

120



Discusión

eficaciamásimportanteno sóloen aminoglicósidos(comoyaseseñaló)sinotambién

en fluorquinolonas,es la dosistotal (ABC) y el pico máximode concentraciónen

suero ~Cmáx,>por ello estosantimicrobianossondependientesde la concentración

(5, 22, 33, 46, 51, 76, 114, 141, 202, 216).

Apriori, estosdatosapoyanla dosWcaciónintermitentecon la administración

de pocasdosispero elevadas,para maximizaren lo posibleestosparámetros(18).

Por otra parte, en el EPA una mayor ABC y Cmá.x supondría mayor Jecto

bactericiday mástiempodepermanenciade las concentracionesdeCMI y subCMI

en suero, factores que influirían positivamenteen el EPA puesto que los

microorganismostratadostardarían mástiempo en recuperarse.En humanos,la

ABCy tiempo que se mantieneel pico máximo,estaríanmásaumentadosdebido a

queel hombreelimina máslentamenteel antimicrobianoque los ratones (42, 140,

202, 216,>, ypor tanto, sepodríaadelantarqueel EPAposiblementeseamayorque

en los animalespequeños.

5.2. RESISTENCIAS

Si las dosis se espacian, lo más probable es que las concentracionesde

subCMlpermanezcandurante largos intervalos de tiempo. Estasconcentraciones

puedenalargarel EPA como se comentóenfluorquinolonaspero tambiénsuponen

un peligro por seleccionarsubpoblacionesresistentes.

Legget (114) sugiere una resistenciafuncional por retrorregulación del

transporte de los aminoglicósidosal interior bacteriano despuésde una primera

exposición.Blasery cols. (25) y Fernandes(65) encuentranque, en general, los

resultadosde una terapia másespaciadacon enoxacinay netilmicinason mejores,
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pero las bacterias vuelven a tasasde crecimiento normalesen 24 Ji, cuando la

~2máx/ CMI es menor de 8:1. Otros autores encuentranresistenciasen diversas

fluorquinolonasa concentracionesbajas de antimicrobiano (13, 35, 169).

Ante una situación de aparición de resistenciaslas defensasdel huésped

ayudaríana la eliminaciónde estassubpoblacionesbacterianas(entraríamosen el

siguientepunto de discusión que es el efecto PALE), pero son necesariosmás

estudioscon aisladosclínicos microbianosquepermitanseleccionarla dostficación

adecuadaen cada caso.

5.3. EFECTO PALE

El PALE, o mayor susceptibilidadde las microorganismostratadas a los

mecanismosbactericidasde lospolimorfonucleares(PMN), vienedadomásquepor

la fagocitosisen la queseríafundamentalla opsonizaciónde la bacteriatratada,por

un aumentoen la vulnerabilidadde la bacteriaa los mecanismosde muerteoxígeno-

dependientesdel PMN (3, 45, ¡12).

En estamayorsusceptibilidadintervienenporunaparte, antimicrobianosque

dañenla supeificiebacterianapermitiendoasíel paso de las factoresox/dativos

letalesde los PMN fruninoglicósidos,betalactámicos,i.Por otra, Lorian y cols. (118,

119, 120, 121, 197)han observadoun incrementode la actividadbactericidade los

PMN con bacteriastratadas que han cambiadosu morfología, respectoa las que

tienensu forma normal.

Este fenómeno tendría un efecto beneficioso en el huésped

inmunocomprometidoy explicarlaporquéalgunosant/microbíanosdisminuyensu
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eficacia cuando se comparan la eficacia en huéspedesininunocompetentese

inmunodeprimidos(112). Segúnestudiosde Craig y cols. (42), utilizandoel modelo

de infecciónen muslo, encuentranqueel EPA en ratonesnormalesesmayorque el

de neutropénicos; la explicación es que la acción de los PMN alargaría la

recuperación de los microorganismos tratados. Esto mismo ha sido también

observadopor Fernandesen ratonesnormalesy neutrópenicos(65).

Los estudiosde PAtEse han realizado la mayoría con concentracionesde

subCMI (para evitar “perder” los microorganismos),y con una do¾flcaciónlo

suficientementeespaciada “in vivo “, estas concentracionesse obtendrían con

facilidad (1). De hecho, Van derAuwera (¡97) observóque el aumentodelEPA en

aminoglicósidosdebidoa los leucocitosocurría sobretodo a bajas concentraciones

séricasy habitualmentedesaparecíaa concentracionesséricas = 10%.

Por lo tanto esteefecto,favorecidopor nivelesde antimicrobian.omenores

de su CML tambiénseríaun factor importantequeayudaríaa prolongarel EPA y

la eficacia clínica en la terapia intermitente.

5.4. EFECTO REFRACTARIO

Esteefectohacereferenciaa la menorsusceptibilidadde losmicroorganismos

a una segundadosisde antimicrobiano durante la fasede EPA (73, 200),el mayor

inconvenientees quesehan realizadomuypocosestudios(casi todos “in vitro ‘9 y

aúnno sepuedenhacergeneralizaciones.

Seha comprobado“fn vivo” quela administracióndeciertosaminoglicósidos

a intervalosde ¡2horaso en una soladosisdiaria, dió lugar a una eficaciasimilar
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o mayor a la conseguidaal administrar el aminoglicósidosólocada 4 horas (42).

Con lomefioxacinotambiénse ha encontradoeste efecto, aunqueel término de

refractario prácticamenteno seutiliza “fn vivo” (35). Posiblementeestárelacionado

con la mayor efectividaddel antimicrobianofrente a microorganismosen fasede

crecimientologarítmico, hecho que ocurriría cuandofinaliza el EPA y la bacteria

comienzaa multiplicarse con tasasde crecimientonormal.

Esteefectoapoyala dos~flcacióna intervalos largos,puestoquesería inútil

administrarun antimicrobianomása menudosi éstetienepocao ningunaactividad

bactericida.

5.5. TOXICIDAD

En la terapia de aminoglicósidosdiversosautores (49, 77, 159, 180, 194,

195, 198) han demostradoque, la toxicidad de una administraciónde dosis única

(UD,> es igual o menostóxica que la de tres dosisdiarias (2D,>, tanto en animales

como en ensayosclínicos.

Con las fluorquinolonas los estudios realizados son menores pero

prometedores,e igualmenteindican que hay una buenatoleranciade las UD (128,

193, 199).

Si la toxicidad parecequees menoro igual en UD respectoa TD y la

primera esmás aconsejable,es indudableque los estudiosde toxicidadapoyarían

la dosWcacióna largos intervalos de tiempo.
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6. LA DOSIFICA ClON UNICA EN LA TERAPIA ANTIMICROBIANA HUMANA

En el apartado anterior se han enumeradouna serie de ventajasy puntos

importantesquehay que tener en cuentaen los protocolosde dosWcación,y todo

parece indicar que, la probabilidadde éxito de la terapia UD puedeserposible.

Am/noglicósidosyfluorquinolonasposeendosde lascaracterluicasmásimportantes

queapoyanestadosificaciónqueson 1) una acciónbactericidarápiday eficaz,y 2)

amplios EPA. Hay también estudios en los que se ha evaluado la eficacia

antibacterianao clínica, y éstaes igual o mejor que la terapiade 1V (24, 128, 180,

193, 19.5, 197, 198, 199).

No obstante,en la prácticade la terapiaantimicrobianadedos«fcaciónúnica

enelhombre,hayqueconsiderardosgruposdepacientes,los inmunocomprometidos

y los inmunocompetentes.

6.1. PACIENTESINMUNOCOMPROMETIDOS

En este tipo de pacientessu sistema inmunitario tendría mucho menor

relevanciaque en lospacientesnormales.En ellos, ademásde no contarcon esta

importante defensaadicional, el ¡‘ALE no tendría el mismoefectoya que, aunque

resultaría un factor beneficioso,no tendría una trascendenciasign~cativa.

Habría que tener especialprecaucióncon microorganismossusceptiblesde

variar su CMI (202) yseríamuyimportantecomprobarpreviamentela sensibilidad

de la bacteria al antimicrobianoen cuestión.Algunosestudiosmuestranque en los

pacientesinmunodeprimidos,los intervalosde dos¿flcacióncomprenderíantiempos
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máscortos, entre6 y ¡2 horas, quepodríanabarcarla sumadelEPA másel tiempo

en que semantieneel antimicrobianopor encimade la CMI (42, 77, 202).

Intervalosmásprolongados(de hastaun día), sehanconseguidoenanimales

neutropénicos y normales tratados simultáneamente con aminoglicósidos y

betalactámicos(42, 77). Estos hallazgosen una especieanimal que elimina los

anúnoglicósidosa una velocidadseisvecessuperiora la delhombre,indicanquela

terapia combinadasería un punto importanteen frturas investigacionesdel EPA y

su aplicación en la terapiade UD.

En el casodelasfluorquinolonassucombinaciónconun betalactámicopuede

ser también una posibilidad (124, 144a). Estos antimicrobianospresentanpocos

efectosadversos,factor importante cuando la mayoría de estospacientes son

tratadoscon agentesquecausannefrotoxicidady hepatotoxicidad;ademásen las

nuevasquinolonashay evidenciade una cierta actividad inmunomoduladora,que

estimula la médula ósea, la producción de ciertas interleucinas y el factor

estimulantede colonias,quepuederesultar beneficiosaen pacientesneutropénicos

(¡81).

6.2. PACIENTES INMUNOCOMPETENTES

En los pacientesinmunocompetentesesteperíodoentre dosis llegaría a ser

de hasta un día, y la terapia combinadapuedeno ser necesaria(77,>, a menosque

haya riesgo de resistenciasdebidoa las concentracionessubinhibitorias,o queel

antimicrobianono cubra todo el espectrodeseado.

Lasdosisparajluorquinolonaspodríanoscilarentre200-1000mg/díasegún

126



Discusión

la sensibilidady el EPA de los microorganismos.En aminoglícósidosla posología

de 300-500mg/día sería, al menos,tan eficazy segura como la convencionalde

múltiplesdosisdiarias,

No obstantesiempre hay que analizar todos los factores importantesque

favorecenesta dos¡ficación para evitar el fallo terapeático o la aparición de

resistencias.En estosfactoresno sóloestánlo quesehan comentado,sinootrosque

puedeninfluir en la buena respuestadel antimicrobiano como la mayor o menor

oxigenacióndel tejido infectado(150, ¡53), pH, etc.; recientementese ha visto que

enoxacina,una fluorquinolona, disminuyela adherenciade E.coli a las células

uroepitelialesa concentracionesde subC’MJ (30). Más estudiosson necesariospara

manejar correctamenteun antimicrobiano y aprovechar al máximo todas sus

propiedades,perjudicandolo menosposibleal paciente.
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<‘Qonclusiones

En las conclusionesde estetrabajo se mencionaránlos resultadosobtenidos

en este estudio con los aminoglicósidosy las fluorquinolonas, una valoración

objetivadelmétodoexperimentaly lasaplicacionesclínicasmásrelevantesdelEPA.

De estaforma podemosconcluir que:

it)) Los EPA “in vitro” con concentraciones superiores a la CMI de

aminoglicósidosyfiuorquinolonasfrentea E.coli y S.aureussonmenoresque

“in vivo”, y tienenunamediade duraciónde 2 horas, existiendovariaciones

individuales según la técnica, tipo de antimicrobiano o especie de

microorganismo.

20) La técnica de dilución del antimicrobianopara la evaluacióndel EPA “in

vitro” resulta apropiada y sencilla de realizar, facilitándose además la

comparaciónentrediversosautorespor seruna de las más utilizadas.

30) LosEPA “in vivo” frentea 5.aureusy E.coli conconcentracionessuperiores

a la CMI son mayores en aminoglicósidos (media de 4 Ji) que en

fluorquinolonas(media de 2.5 Ji), oscilandolos primeros entre 3.1 y S.JJi

y los últimosentre 1.8 y 3.5 horas.

4O~) Las subcMI de lomefloxacinademostrarongran actividad sobreE. coli en

fase de EPA de tal forma que, la supresiónpersistentedel crecimiento

bacteriano despuésde una exposición breve a lomefloxacina, es una

consecuenciadel tiempo de EPA como tal y la acción de dichas

concentracionessubinhibitorias.

50) El modelode infeciónen muslode ratón neutropénicoposeegrandesventajas

de comodidady manejode los animalesquele hacenmuyapropiadopara el
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estudio del EPA y otros efectos relacionados con él (PALE, tratamientos 

conos, etc). 

6’) Las infecciones control de las concentraciones residuales en este modelo “in 

vivo” (que aseguran que el EPA es verdadero), deben ser revisadas, 

utilizándose en la exposición a las subCM1 del antimicrobiano, bacterias en 

fue de EPA y no logarítmica. 

7O) En los estudios de EPA “in vivo” sobre todo en el caso de antimicrobianos 

de vida media larga y/o con gran acción bactetiostárica como 

fluorquinolonas y betalactdmicos, es difcil separar el EPA como tal de la 

acción de las concentraciones subinhibitorias (no detectable por bioensayo). 

Puesto que dicha situación es la que se muestra en los animales y 

posiblemente en el hombre, habría que estudiar la posibilidad de incluir 

ambos efectos en el concepto de EPA “in vivo”. 

8’) El EPA, probablemente más amplio en el hombre, y otros factores como la 

farmacocinética, efecto PALE, efecto refractario y toxicidad, permitirian un 

régimen de dosificación con altas dosis a intervalos largos sin miedo a perder 

eficacia. Puede haber posibilidad de que aparezcan resistencias debido a las 

subCM1, siendo éste es un punto que debe ser más estudiado. 

9”) En pacientes inmunocompetentes el período entre dosis puede ser de hasta un 

dla, si bien en los inmunodeprimidos este intervalo serta de 6-12 h y 

abarcaría la suma del EPA más el tiempo en que se mantiene el 

antimicrobiano por encima de la CMI. 
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