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La evaluacióny desarrollode un nuevo fármaco es en realidad un proceso
multidisciplinario, oye no sólo involucra a microbiólogose infectólogos sino
tambiéna ti o’¿uimicos, toxicólogosy, de forma iiportante, a bioestadisticos.
Es además obvio que el éxito y desarrollo óptimo de un nuevo agente
antimicrobianorequiereuna cooperaciónestrechaentrecientificosacadémicos,
cientificosen las compañíasfarmacéuticasy expertosmédicosen lasagencias
de regulación.

S.flilorrby. Symposium on Aritibiotie
Society of Clinical Microbioloqy and
1990 in Vienna,

Mieles. Organised by the European
Infectious Diseases.Raid 25-27 March

Entrelos numerososfármacosa nuestradisposición,la predicciónde eficacia
clínicapre—ensayodeberiaser la mássimplepara los agentesantimicrobianos,

la validez de estasasuncionessimplistas

F.LO’Grady and A.Percival.Prataceof ~Predictionand Assesmentof Antibiotic
Clinical Etticacy’ (Eds.F.O’Grady& A.Percival). Acadeije Press, London and
Orlando, 1986.

Los clínicos demandanuna gula clara sobre si un antimicrotiano, si es
administrado,curarála infecciónsin datral paciente.La demandaessimple,
pero la solución no, y no hay ríltico más evasivo que el microbiólogo
encarandola cuestiónde si un antibiótico ejerceráel efecto deseado.

U.Greenwood.Coloqulaon Aspectsof Intection.Tbe MedealSociety of London,
Reíd 26—28 September1984 in London.



ABREVIATURAS

1. Antibióticos.

- AMK. Axnikacina.
- AMP. Ampicilina.
— AZT. Aztreonam.
— CPX. Cefoxitina.
- CFU. Cefuroxixna.
- CMX. Cefminox.
- CTD. Ceftacidima.
— CTT. Cefotetan.
- CTX. Cefotaxima.
— CTZ. Ceftizoxima.
- IMP. Imipenem.
- PIP. Piperacilina.

2. Parámetros microbiológicos y farmacológicos.

— AUBC. Area Bajo Curva de Poderes Bactericidas.
- ASIC. Area Bajo Curva.
— CLM. Concentración Lítica Mínima.
— CMA. Concentración Mínima Antibiótica.
— CMB. Concentración Mínima Bactericida.
— CMB6h. Tras 6 horas de incubación.
— CMI. Concentración Mínima Inhibitoria.
— CMI~G. Realizada con Inóculo Grueso.
— CMI,4C. Realizada en Medio Completo.
— CMInCIC. CMI realizada en Medio Completo con Inóculo Grueso.
- CMI,,. CMI turbidimétrica.
— PAE. Efecto Post—Antibiótico.
— PBS. Poder Bactericida del Suero.
— PBP. Proteínas Fijadoras de Penicilina.
— T/TSA. Tiempo (expresado en n

2 de vidas medias) de nivel sérico
sobre el valor de un TSA determinado, en la tase beta.
- TSA. Test de Susceptibilidad Antibiótica.
— t

112. Vida(s) media(s).
— t/TSA. Tiempo (en horas) interdosis del nivel sérico sobre el
valor de un TSA determinado.
— ufc. Unidades formadoras de colonias.

3. otros.

- ATCC. American Type Culture Colection.
— DE. Dosis efectiva.
— EC. Ensayo(s) clínico(s).
- FDA. Food and Drug Administration.
- IDSA. Infectious Diseases Society of America.
- HPLC. High Performance Liquid Chromatography.
— NCCLS. National Committee for Clinical Laboratory Standards.
— PMN. Leucocito(s) Polimorfonuclear(es).

Nota:
— Los subíndices expresan tanto por ciento. En el caso de DE el
% de animales. En el caso de CMI el % de cepas. En el caso de CLM
el % de decremento de densidad óptica.
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1. INTRODUCCIóN GENERAL. SITUACIÓN DE LA PROBLEMÁTICA

.

El descubrimiento o síntesis, investigación y desarrollo de

un nuevo medicamento para el uso humano es un proceso complejo

que requiere la integración de necesidades científicas, clínicas

y comerciales (1).

1.1. Desarrollo general de antimicrobianos.

El desarrollo clínico de antimicrobianos, al igual que el

de otros medicamentos, es dividido en las clásicas fases 1 a IV,

las cuales están sujetas a la aprobación de las agencias de

regulación.

La fase 1 es la primera administración a voluntarios sanos,

aunque en algunas revisiones se considere dentro de dicha fase

el desarrollo preclínico (1), superponiéndose, a veces,

temporalmente ambas subfases. Los requerimientos mínimos de la

C.E.E. antes de los estudios clínicos, incluyendo la

administración a voluntarios sanos son:

1. Farmacología general.

2. Análisis microbiológico “in vitro” e “in vivo” que

soporte la continuación del desarrollo.

3. Farmacocinética animal.

4. Toxicidad aguda (en dos especies de mamíferos, una de

ellas no perteneciente a los roedores o lagomorfos).

5. Toxicidad crónica (al menos 14 días de duración).

6. Test de mutagenicidad (al menos 1 claramente negativo).

7. Datos químicos y farmacéuticos.

Dejando aparte los aspectos toxicológicos, nos centraremos

en el desarrollo posterior a los mismos y previo a la

administración del fármaco a pacientes, desarrollo

postoxicológico y preterapéutico sobre el que versa esta tesis.

Concatenando con el segundo punto de dichos requerimientos,

lo



la comprobación de la actividad antibiótica ‘Un vivo” (modelos

animales) ha sido reconocida como una unión indispensable entre

la demostración de la actividad “in vitro” y EC en pacientes (2).

A pesar del importante papel que juegan en la evaluación de

nuevos antibióticos, tanto para investigadores en la industria

farmacéutica como para clínicos y, presumiblemente cada vez más,

para las autoridades de las agencias de regulación (2), sólo las

recomendaciones editadas por la Organización Mundial de la Salud

sobre desarrollo preclínico de fármacos antimicrobianos (3)

comentaban algo sobre modelos animales de infección antes de

1993.

El objetivo del modelo animal como nexo de unión “in

vitro”/”in vivo”, se basa en la correlación de la farmacocinética

con la eficacia terapéutica siempre que se tengan en cuenta

parámetros farmacodinámicos (4). Lógicamente, la identificación

de estos parámetros influirá, junto con las clásicas pruebas “in

vitro” y la farmacocinética en voluntarios sanos, en la

dosificación (5) para EC con la finalidad de comprobar la

eficacia del antibiótico en la enfermedad establecida en

pacientes.

Estos parámetros farmacodinámicos pueden estudiarse desde

tres puntos de vista. Uno, ‘Un vitro”, como la interacción

cinética del antibiótico y la bacteria (su diana); otro, como

expresión matemática de la distintas interrelaciones de

parámetros farmacocinéticos (datos “in vivo”) y microbiológicos

(datos “in vitro”); y, un tercero, como la acción “ex vivo’ del

fármaco sobre sus dianas. Como ejemplos del primer enfoque

podemos citar el PAE y la actividad bactericida concentración

dependiente (4), resultantes de la variación en la cantidad de

antibiótico, o el efecto inóculo (6) como resultante de la

variación en la cantidad de unidades celulares bacterianas. Como

ejemplos del segundo enfoque tenemos las clásicas relaciones

AUC/CMI o nivel en el pico sérico/aMI (7). Finalmente, como

ejemplo del tercer enfoque medimos las variaciones de la acción

del antibiótico a lo largo del tiempo (dependiendo de sus

11
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concentraciones decrecientes “in vivo”) sobre la bacteria (con

una susceptibilidad al antibiótico determinada “in vitro”) a

través de la determinación “ex vivo” de los PBS (8), expresando

farmacodinámicamente la relación del nivel de actividad

bactericida y tiempo mediante el AUBC. También podemos constatar

la actividad del antibiótico “ex vivo” sobre el sistema inmune

(9), como por ejemplo, las funciones de los polimorfonucleares

(considerándolos como diana del medicamento) (10), extrayéndolos

tras la exposición al antibiótico “in vivo” durante un tiempo

determinado.

En el diseño del plan de desarrollo de un antibiótico, la

etapa postoxicológica y preterapéutica es de crucial importancia,

pero temporalmente más corta que el desarrollo clínico en

pacientes (fases II a IV). La especial relevancia de esta etapa

en el campo de los antimicrobianos se debe a que la diana de

éstos puede estudiarse “in vitro”. La farmacocinética en

voluntarios sanos nos dará el otro parámetro de la “ecuación de

dosificación”. Así, el concepto más antiguo y simplista era

asegurar niveles séricos de antibiótico por encima de la CMI del

organismo infectante, a lo largo del intervalo de dosificación

para obtener la máxima eficacia (ll)(12). Sin embargo, otros

parámetros influyen en la eficacia, aisladamente o en conjunto,

tanto desde el punto de vista farmacocinético, fannacodinámico

o microbiológico, como veremos detenidamente a lo largo del

desarrollo de la cefamicina CMX.

Todo ello complica actualmente el diseño, la ejecución y la

interrelación de datos entre los distintos estudios para

completar la fase postoxicológica y preterapéutica. Para alguno

de los agentes más antiguos la documentación de actividad

antibacteriana, farmacología y eficacia no es muy extensa y

probablemente no hubiese sido considerada suficiente en la

actualidad por las agencias de regulación (13).

12



1.2. Fases del desarrollo postoxicológica de un antiinicrobiano.

Los requerimientosparaestudios (RC) con antibióticosson menosestrictosque
para muchosotros fármacos.

Norrby R (1984>. Quality of Antibiotie Clinical Ttials. J. Antimicrob.
Chemoter, 14:205—208.

en la basede datosparala creaciónde la quia de interpretaciónde los
TSA detallados datos de XC juegan un papel preponderante.

Mindier JA and ~hruppt D (19S9~. :nterpretatWe Zwidelines ter Antiiicrobiaí
Susceptibility Test Resulta: What Do lliey Mean?. Clin. Nicrobiol. Newsl.

La característica de exogenicidad al organismo humano, de

la diana biológica a la que se dirigen los antibióticos, hace

que, una vez superados los problemas de la vertiente toxicológica

del proceso, todo el desarrollo previo a la comercialización del

fármaco se dirija a la creación de una “guía de interpretación”

de los TSA. Lógicamente, en la fase clínica se evaluará, además,

la aparición de posibles efectos adversos del fármaco sobre el

organismo.

Las categorías de susceptibilidad se establecen a lo largo

del desarrollo postoxicológico (preterapéutico y fases II y III)

del antibiótico. Cada uno de los parámetros microbiológicos

(poblacionales bacterianos), farmacológicos (y farmacodinámicos

al relacionar parámetros “in vivo” e “in vitro”) y de eficacia

clínica (Ensayos Clínicos)(14), tiene distinta importancia

dependiendo del fármaco especifico y del grupo a que pertenece

el microorganismo (15).

Siguiendo el razonamiento del párrafo anterior, los

parámetros que utilizamos en el establecimiento de la gula de

interpretación de los TSA, pueden clasificarse en tres grandes

áreas (14), que son las fases (muchas veces concomitantes) del

desarrollo postoxicológico: área microbiológica, área

farmacológica preterapéutica y área de EC terapéuticos.

13
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1.2.1. Area microbiológica.

Tenemosque recordarque los antibióticosno sonusualmenteadministradospor
sus propiedadesfarmacolÑicas,sino por su efecto sobrelos microorganismos
invasores,Estoesuna diferenciamayorentrelos antibióticosy otros agentes
terapéuticos.

R G Finch, en la discusiónsubsiguientea la presentaciónde la ponencia‘Are
Clinical TrialsRelevantto Antibiotic EvaluationV’ (A Herxheimer).Dentrodel
Coloquio: Prediction and Assessmentof Antibiotic Clinical Efficacy. The
Medical Society of London, 26—28 de Septiembrede 1984.

Desde el punto de vista microbiológico, se ha definido el

objetivo del TSA como la valoración del grado de actividad de un

antimicrobiano contra un patógenoespecifico, sin tener en cuenta

las numerosasvariables clínicas que afectan al paciente (15).

Para el laboratorio de investigación este objetivo puedeparecer

suficiente, pero evidentemente no nos dice nada sobre la

capacidad de predicción de eficacia pre—EC. Los TSA “in vitro”

están diseñados para determinar la CMI o CMB en una situación

estática, donde idealmente están bien definidas y estandarizadas

las condiciones del test (16). Un predeterminado número de

microorganismos es introducido en un medio artificial de

composición conocida en donde se establece una concentración

constante de antibiótico y se incuba a una temperatura, pH y

atmósfera constantes, por un período de tiempo también prefijado.

El resultado del proceso ‘Un vitro” es clasificado en unas

categorías interpretativas de susceptibilidad (15), según unos

límites de susceptibilidad o “breakpoints” (). Estos se definen

como criterios de decisión para categorizar a una cepa bacteriana

como miembro de una clase de organismos con características de

susceptibilidad antibiótica comunes (17), presuponiendo que

dichas categorías servirán para objetivos terapéuticos

(predicción de eficacia terapéutica) o epidemiológicos

(predicción de aparición de resistencias).

(*) La palabra anglosajona “breakpoint” será utilizada a lo largo
del texto como acepción de “límite, o punto de corte, de
susceptibilidad antibiótica para la interpretación del TSA”.

14



Las distintas categorías son (18) (19): sensible (tratamiento

apropiado con la dosis recomendada para el tipo de infección y

agente infectante), moderadamente sensible (posibilidad de

inhibición con concentraciones conseguidas con dosis más altas

o en zonas orgánicas donde los fármacos son fisiológicamente

concentrados), susceptibilidad intermedia (categorización que

previene la manifestación de discrepancias mayores en

interpretación, derivadas de factores técnicos menores e

incontrolados) y resistencia (ausencia de inhibición por las

concentraciones sistémicas usualmente alcanzadas a partir de

esquemas de dosificación habituales, o que caen en un rango donde

cabe esperar mecanismos de resistencia específica por parte de

la bacteria). La categorización depende de los límites de

susceptibilidad; el “breakpoint” de sensibilidad debe reflejar

la susceptibilidad intrínseca del aislamiento (ausencia de

mecanismos de resistencia) y el “breakpoint” de resistencia debe

reflejar el potencial farmacológico del fármaco (17).

Hoy por hoy, el factor microbiológico que interviene en el

establecimiento de las categorías interpretativas de

susceptibilidad es el factor inhibición, la CMI (15)(20). Un test

cualitativo de difusión es en la actualidad totalmente

cuantitativo y la zona de inhibición predirá la CMI (21). Estas

zonas son medidas con < 0.5 mm. de precisión y ± 2 nm. de

replicabilidad (22) (23).

Las mediciones cualitativas forman un continuo de valores

que puede considerarse más preciso que la medición en base 2 de

la CMI por dilución (la CMI real es generalmente menor que la

leída y está sujeta a una replicabilidad de ±1 dilución) (15).

Los tests cuantitativos tienen fama de mayor sofisticación, pero

los estudios existentes demuestranque el valor predictivo de los

resultados de los tests cualitativos y cuantitativos es

equivalente para la virtual totalidad de microorganismos y

antibióticos (24).

Siendo básicos los puntos recomendadospor la Organización

15
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Mundial de la Salud para la investigación de antibacterianos (3),

lo fundamental para el desarrollo preclínico es la investigación

de la distribución poblacional bacteriana con respecto a la CMI

(o diámetros de inhibición) (15), que puede adoptar distintos

patrones (unimodal o bimodal con distintas curvas) dependiendo

del fármaco y grupos de microorganismos.

Sólo hay una cosa clara con respecto a los “breakpoints”,

como describe irónicamente la British Society of Antimicrobial

Chemotherapy (25), y es que son ampliamente arbitrarios y basados

en consenso relacionado con consideraciones pragmáticas, al

servir dos objetivos que pueden ser tan irreconciliables como la

relevancia terapéutica y la reproductibilidad. Son tan

arbitrarios como necesarios para el microbiólogo clínico, las

agencias de regulación, la industria farmacéutica y los

fabricantes de medios microbiológicos y discos de susceptibilidad

(25).

Las nuevas recomendaciones del Grupo de Trabajo de la

British Society of Antimicrobial Chemotherapy bajan la magnitud

de los “breakpoints” que definen la categoría de susceptibilidad

“sensible” (25). Este hecho quizá aumente el peso especifico del

factor microbiológico en la predicción de eficacia (que es menor

para la categoría sensible que para la resistente (15)), sobre

la base de la mejor identificación de los aislamientos totalmente

sensibles (17)(26).

A pesar de que un programa para la determinación de la

actividad antimicrobiana de un fármaco se formule con el

principio de Wold (27) (incluir el máximo número de tests para

obtener el máximo número de datos), los aspectos microbiológicos

a estudiar recomendados por la OMS, previo paso o simultáneamente

a la fase farmacológica, son (3): actividad frente a cepas

estándar, actividad frente a aislados clínicos recientes,

prevalencia de cepas resistentes in vitro, actividad comparativa

con fármacos del mismo grupo, interacciones con otros

antimicrobianos, selección de resistencia y resistencia cruzada.

16
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Para el estudio de varios de estos aspectos, en vez de determinar

la CMI a miles de bacterias resistentes, el uso de mutantes

isogénicas, con mecanismos de resistencia bien definidos, puede

obviar tiempo de utilización de laboratorio (28).

Dependiente del tipo de fármaco deben estudiarse facetas

en particular, adaptadas al carácter de la sustancia a ensayar.

Así, en el caso de los betalactámicos, la determinación

poblacional de las CMI y el efecto inóculo deben complementarse

con tests menos convencionales, como por ejemplo la actividad

frente a bacterias metabólicamente latentes (28).

1.2.2. Area farmacológica preterapéutica.

hay escasadiferenciaentredistintosagentesantimicrobianos,una vez
probadala sensibilidaddel microorganismo.Dudo que la CMI relativa importe.
Son la farmacologíay far»iacocinéticade crucial importancia, especialmente
en el huéspedcomprometido.

A M Geddes,en la discusiónsubsiguientea la presentación‘Protein Bindinq
and RelatadPropertiesof Antibiotica and their Pbarmacoloqicaland Clinical
Relevance’ (R Wise>. Dentro del Coloquio: Prediction and Assessmentof
Antibiotic Clinical Efficacy. ¶lie Medical Society of London. 26-28 de
Septiembrede 1984.

Desde el punto de vista del desarrollo preterapéutieo, se

pueden tomar una serie de asunciones, tanto desde la farmacología

experimental como desde la farmacología clínica. Con respecto a

esta última disciplina sería un error considerar que el valor de

un TSA está basado en la relación nivel en el pico sérico y CMI.

Esta asunción simplista no es estrictamente real y el nivel

sérico en el pico es, únicamente, uno más de los parámetros de

la farmacología clínica utilizados en la base de datos (15) para

el establecimiento de los esquemasteóricos de dosificación.

Con respecto a la farmacología experimental, y estudiando

qué factores son importantes desde el enf oque de la

farmacocinética y/o farmacodinamia, cabe decir que diversos

estudios en modelos animales relacionan con la eficacia

terapéutica los siguientes parámetros: el nivel sérico con la CMI
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(29), el AUC con la CMB (30), el tiempo que los niveles séricos

están por encima de la CMI (T(AUC/CMI)) (31) y la concentración

tisular (6). En la evaluación de estos parámetros se debe

considerar, como veremos a lo largo de este trabajo, el tipo

farmacodinámico de acción del fármaco “in vitro”, ya sea éste

concentración—dependienteo tiempo—dependiente.

Como vemos, la farmacología experimental, con sus modelos

animales, nos permite estudiar la relación entre niveles séricos

y/o tisulares con eficacia. Este hecho nos ayudará a establecer

la dosis unitaria de un fármaco y la posibilidad de variar los

intervalos entre dosis, orientándonos en el diseño de EC para la

evaluación de la dosis óptima en diversos tipos de infecciones

(5), siendo escalones esenciales en el desarrollo de una nueva

entidad química (22).

Teniendo en cuenta que sólo el fármaco libre es eficaz, la

unión a proteínas es un factor básico a estudiar (33), tanto

desde el punto de vista de eficacia microbiológica (34), como

farmacológico—experimental (la relación de este factor con la

penetración tisular en modelos animales) (35) y farmacodinámico

(midiendo la relación entre este parámetro y la eficacia

terapéutica en modelos animales (26).

Lógicamenteen humanosno es posible medir niveles tisulares

en la fase 1, dejando estas mediciones para fases posteriores del

desarrollo clínico. Aún así, no sería ético realizar muestras

seriadas de tejidos en el desarrollo de un fármaco (teniendo que

conformarnos con su penetración a un tiempo determinado), por lo

que, en la actualidad, no existe ningún estudio clínico que

correlacione eficacia clínica y concentraciones tisulares, tanto

en el desarrollo temprano como en el tardío de un fármaco (6).

Así, en humanos, los niveles tisulares son de valor limitado en

la determinación de la dosis unitaria e intervalo de dosificación

en relación con la respuesta clínica, siendo los niveles séricos

de fármaco libre en el valle y la vida media (t112) en la fase

beta de eliminación (6) los factores farmacológicos más
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importantes para ser considerados.

Estos factores pueden ser estudiados en un fase 1 en

voluntarios sanos, donde además evaluaremos la biodisponibilidad,

el. AUC, el fármaco activo eliminado por la orina y el

metabolismo, como datos más importantes (37). Esta evaluación

farmacocinética de nuevos antibióticos está particularmente

dirigida a la creación de la base de datos que permitirá la

generación de esquemas terapéuticos apropiados (37). Así, el

análisis farmacocinético, basado en modelos matemáticos, del

comportamiento de un antibiótico sirve para predecir regímenes

de dosificación teóricos, que deberán ser verificados en

subsiguientes estudios de las fases posteriores del desarrollo

clínico (3?).

1.2.3. Area de ensayos clínicos terapéuticos.

Si se consigueun reconocimientoacadémicode los ensayosclínicos como un
difícil y necesariotipo de ciencia,se logrará un incrementoen la calidad
de los mismos.
Una evaluación objetiva del resultado del tratamiento antibiótico es
frecuentementemás difícil que la evaluaciónde los efectosde otro fármaco.

Morby SR (1990). Clinical ¶Tialsof Antibiotica: Toward Iniproved Quality and
International Standardization.The Antimicrobio Newsletter7:57-63.

Las áreas anteriormente comentadas (microbiológica y

farmacológica), correspondientes al desarrollo preterapéutico,

nos aportan una serie de datos básicos en la definición de dos

tacetas: esquemas de dosificación para EC y elementos para el

desarrollo y la interpretación de los TSA. Por ello, en esta fase

terapéutica del desarrollo se comprobarán dos objetivos

íntimamente unidos: la eficacia clínica del antimicrobiano con

los intervalos de dosificación diseñados y la predicción de

eficacia de los TSA teóricos (creados a partir de datos

microbiológicos y farmacológicos), al evaluar los datos en EC.

Estos EC prospectivos evaluarán la respuesta “in vivo” en el

tratamiento de pacientes con tipos específicos de infección

causadas por varias cepas de diferentes especies con CMI (o
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diámetro de inhibición) conocida (15).

La base de datos para deducir una guía de interpretación de

los TSA, y establecer los esquemas de dosificación, debe incluir

los resultados de EC prospectivos y comparativos, preferiblemente

doble ciego, del nuevo fármaco en comparación con terapéuticas

establecidas estándar (15).

El problema básico radica en establecer una correlación

entre datos fármaco—microbiológicos y datos de eficacia clínica,

con el fin de comprobar los intervalos de dosificación y la

eficacia predictiva de los “breakpoints” teóricos.

Cualquier falta de correlación entre la eficacia clínica y

las categorías de susceptibilidad establecidas en el desarrollo

de un fármaco se debería, según el problema definido en el

párrafo anterior, a una falta de integración de los datos

farmacológicos y microbiológicos (en la fase preclinica), o bien

a una ausencia de precisión en la evaluación de la variable

eficacia en los EC (en las fases II y III).

A pesar de la pregunta que establece O’Grady (38), a

propósito del establecimiento de un potencial terapéutico a

partir de un conglomerado de factores que englobara la actividad

antimicrobiana y el comportamiento farmacocinético, y la

respuesta parcialmente negativa que él mismo ofrece (39), la guía

de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana del grupo de trabajo

de la British Society of Antimicrobial Chemotherapy (1991)

establece una sofisticada fórmula para el establecimiento de

“breakpoints” que intenta tener en cuenta todos estos factores

(25):

O max f

“Breakpoint” CMI— s

te

20



donde, Cmax es el pico de concentración sanguínea de

fármaco microbiológicamente activo, conseguido

después de la tase inicial de distribución.

f es el factor que escenifica la unión a

proteínas: 1 (<70%), 0.5 (70%—90%) y 0.2

(>90%).

t es el factor que escenifica t11~.

2 (<1 it), 1 (1—3 it) y 0.5 (>3 h.).

e es el número de veces que la Cmax debe exceder

la CMI.

El resultado de la operación con estos factores se redondea

a la CMI más cercana en la serie de diluciones dobles que incluye

1 mg/l. El factor s escenifica el deslizamiento necesario para

la reproductibilidad óptima de designación en relación con las

distribuciones poblacionales con respecto a la CMI: 1 (ausencia

de deslizamiento>, >1 (deslizamiento del “breakpoínt” hacia

arriba) y <1 (deslizamiento del “breakpoint” hacia abajo). A

veces es necesario sacrificar reproductibilidad del laboratorio

en aras de la relevancia clínica.

El otro problema en la correlación fármaco—microbiológica

con eficacia terapéutica es la ausencia de criterios más

discriminatorios que las simples valoraciones de “curación”,

“mejoría” o “fracaso” en la evaluación de dicha eficacia

terapéutica. Serían necesarias valoraciones más cuantitativas de

los efectos antimicrobianos “in vivo” (tanto sobre el paciente

como sobre el microorganismo), quizá utilizando un método de

puntuación que estratificase el paciente, el lugar de infección,

la severidad de la misma, el organismo infectante y el efecto

sobre la flora habitual (26). Estableciendo métodos más

cuantitativos de evaluación podríamos obtener, o definir, una

mayor correlación entre la eficacia terapéutica y el factor

numérico de susceptibilidad obtenido a partir de la relación

entre factores microbiológicos y farmacocinéticos que

anteriormente hemos comentado.
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Los estudios fase IV, como monitorización de la eficacia

clínica y microbiológica, son básicos en el campo de las

enfermedades infecciosas, ya que como la susceptibilidad

bacteriana varia frecuentemente con el tiempo, es necesario

redefinir continuamente la interpretación de resultados (26) de

los TSA. A la vista del número de pacientes que se deben reclutar

en EC para demostrar diferencias significativas en los

resultados, será extremadamente difícil demostrar la superioridad

de nuevos regímenes terapéuticos a no ser que se tengan en cuenta

factores básicos, como el aumento de resistencia a los actuales

antimicrobianos, que entren en la ecuación clínica (40).

1.3. predicción de eficacia.

los microbiólogosnormalmenteprefierenconcentrarseen obtenerestimaciones
reproduciblesde la susceptibilidadantimicrobianaen el laboratorio,usando
métodos estandarizados,y dejar el problema de la relevancia clínica al
clínico qn prescribeel antibiótico. Rl clínico, acostumbradoa pacientes
infectados que responden a terapia inadecuada o dejan de responder a
antibióticosa los que el organismo infectantees informado como totalmente
susceptible,tiene poca confianzaen los informes del laboratorioy basasu
seguridaden la polifarmaciay en la sobreacciánbactericidaanti,icrobiana,

Itoreenwood.1981. In vitro ventas?.Antimicrobial susceptibilitytestsand
their clinical relevance. J. Intect. Dis. 144:380—385.

Larga vida ala CMI,....

P.Siuey. 1991. Susceptibility testin9 nthods: why use the !41C. d.
Antimicrob. Olieyiother. 28:144—145.

En la evaluación de nuevos antimicrobianos es tradicional

la valoración de la actividad “in vitro” (debido a la

característica de exogenicidad al organismo eucariote de la diana

procariota de estos fármacos) e “in vivo” con modelos animales,

antes de la administración a humanos <16).

La necesidad de los modelos animales se basa en la posible

dicotomía de la actividad “in vitro” y la actividad “in vivo”.

Existe la posibilidad que un antibiótico sea clínicamente eficaz

aunque no lo sea “in vitro” o en modelos animales (16). Así, 6
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de cada 2000 nuevos compuestos cribados fracasaron en demostrar

actividad “in vitro” cuando poseían actividad “in vivo” (41). En

cualquier caso, y utilizando como parámetros la CMI y la DE50

(41), la dicotomía ‘Un vitro”/”in vivo” ocurre fundamentalmente

con fármacos que demuestranactividad “in vitro” y no “in vivo”

(39.6%), en vez del suceso contrario (actividad “in vivo” pero

no “in vitro”: 0.3%). Este hecho parece concordar con la práctica

diaria, tras la comercialización del fármaco, donde el valor

predictivo de las categorías del NCCLS (l8)(19) de interpretación

de susceptibilidad, es mucho más alto para la categoría

resistencia (15).

Quizá la actividad ‘Un vivo” (DE) podría ser más predecible

de utilizar otros parámetros “in vitro” distintos a la CMI, u

otros parámetros farmacocinéticos distintos a los niveles

sistémicos, o bien diferentes relaciones tarmacodinámicas entre

ambos.

Distintos factores microbiológicos, farmacodinámicos y

farmacocinéticos influyen sobre esta dicotomía en la actividad

biológica “in vitro” <CMI) e “in vivo”. Es necesario conocer el

peso específico de cada uno de estos factores en la presencia o

ausencia de capacidad de predicción de eficacia terapéutica con

la finalidad de identificar distintas líneas de investigación que

exploren cómo el éxito terapéutico puede ser más predecible.

Ya hemos comentado la mayor capacidad de predicción de la

categoría resistencia sobre la variable eficacia, y la necesidad

de modelos animales ya que los tests “in vitro” fracasan en

predecir la actividad “in vivo” casi tan frecuentemente como

aciertan (41). Cuando estudiamos interacciones de antibióticos

(factor a estudiar según la guía para la investigación clínica

de fármacos antibacterianos de la OMS (3)) las categorías de

susceptibilidad, para la predicción de eficacia, reflejan la

misma situación que cuando se trabaja con un solo fármaco. Así,

a pesar de la equivalencia de distintos métodos en la

demostración de actividad sinérgica de antibióticos (42), la
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sinergia “in vitro” no asegura siempre éxito clínico, pero la

ausencia de la misma se correlaciona frecuentemente con fracaso

terapéutico (43). Este hecho es independiente del mecanismo de

sinergia (inhibición secuencial o dual de la síntesis de la pared

(44) (45), incorporación aumentada de los aminoglicósidos debido

a los betalactámicos (43) o preservación de la actividad lítica

de los betalactámicos (46) (47)) o de antagonismo (antibióticos

bactericidas en combinación con bacteriostáticos (48) (49), o

combinaciones de betalactámicos (50) mediante la hidrólisis del

antibiótico antagonizado o la creación de una barrera entre el

fármaco y su diana).

La menor capacidad de predicción de las categorías sensible

(cuando se trabaja con un solo fármaco) o sinergismo (cuando se

trabaja con varios fármacos) sobre la eficacia podría explicarse

mediante la interrelación de una serie de factores que por sí

solos ya tienen una determinada influencia: a. factores

microbiológicos (como por ejemplo, tamaño del inóculo, virulencia

del microorganismo, producción de betalactamasas (16)) y de

generación bacteriana “in vivo” (41)(5l); b. factores

farmacocinéticos (52); c. factores farmacodinámicos (53)(54); y

d. factores propios del huésped (edad, sexo e, incluso, cepa

genética (55)).

1.3.1. Factores microbiológicos.

Vendrán compuestosen los próximos aáss,con los que está claro que si
modificamos la situación del test en el laboratorio obtendremos mejor
concordanciacon modelosanimalesy respuestaclínica.

B O Neu, en la discusión subsiguiente a la presentaciónde la ponencia
‘Predicting TberapeuticEfficacy from in Vitro Tests:Unconventionalin Vitro
Teste’ <D Gresriwood~. Dentro del Coloquio: Prediction and Assessnntof
Antibiotic Clinical Ef ficacy. Tlie Medical Society of London. 26-28 de
Septiembre de 1984.

Desde el enf oque microbiológico, inicialmente debemos

plantearnos qué queremos saber de un test “in vitro” (56). Si lo

que queremos averiguar es si un cultivo es lisado las pruebas a
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realizar serán los tests turbidimétricos, que miden el efecto

antibiótico sobre la biomasa, acompañados de microscopia. Si lo

que queremos conocer es la pérdida de viabilidad de dicho

cultivo, entonces mediremos las colonias viables en un test de

actividad bactericida. Por último, si lo que queremos saber es

si hay una proliferación del inóculo inicial, entonces llevaremos

a cabo un test de CMI convencional.

Teniendo en cuenta las condiciones experimentales de

realización de una CMI convencional, no es de extrañar que

existan factores intrínsecos al TSA que influyan negativamente

en la predicción de eficacia. En realidad muchas variables

interaccionan con efectos marcados en el resultado del TSA (16).

El número de microorganismos puede variar con el efecto del

antibiótico sobre el tiempo de generación, la composición del

medio con el anabolismo y catabolismo bacteriano, la temperatura

y el pH con la actividad metabólica, y la concentración

antibiótica con la degradación por enzimas bacterianas.

Por ello, parece importante estudiar las variables: tiempo

de generación, efecto inóculo, enzimas inactivantes y composición

del medio.

— Tiempo de generación

Con respecto al efecto del antibiótico sobre el tiempo de

generación, está demostrado que el tiempo entre la adición del

antibiótico y el comienzo de la lisis bacteriana es directamente

proporcional a la tasa de crecimiento bacteriano previa a dicha

adición (tasa rápida de crecimiento se correlaciona con intervalo

corto de tiempo para la aparición de lisis)(57), siendo la tasa

de formación de protoplastos también una función lineal del

tiempo de generación (58). Es decir, a una concentración

antibiótica determinada, el incremento del tiempo de generación

bacteriana (previo a la adición del antibiótico) implica el

incremento del tiempo necesaria para producir una misma tasa de

muerte bacteriana (59). La disminución inicial en las tasas de

crecimiento bacteriano (tiempo de generación) por el antibiótico
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podría influir de una forma dinámica sobre la tasa de muerte

bacteriana por el antibiótico en etapas posteriores. Así, en

modelos con dos antibióticos la inhibición del crecimiento

bacteriano y división celular por agentes bacteriostáticos puede

interferir en la acción bactericida de agentes activos

exclusivamente sobre cultivos en crecimiento, como el antagonismo

clásico entre tetraciclina y penicilina (60) o cloranfenicol y

penicilina (48) (49) (61), debido únicamente al cese de crecimiento

y división bacteriana por el agente bacteriostático, disminuyendo

fenotipicamente la susceptibilidad bacteriana al agente

bactericida (43). Cabe preguntarse, ante el hecho de que el cese

completo de crecimiento implica tolerancia fenotipica a la acción

de antibióticos bactericidas, si la disminución de la tasa de

crecimiento también implicaría una disminución de la tasa de

muerte bacteriana (59). Esta cuestión queda respondida por las

funciones lineales anteriormente expresadas entre tasa de

crecimiento bacteriano y tiempo de aparición del efecto lítico,

o tasa de formación protoplástica.

El problema se complica con la falta absoluta de correlación

entre los tiempos de generación bacteriana “in vitro” o “in

vivo”, así como en el tipo de crecimiento. En el tubo de ensayo

las bacterias crecen más rápidamente que sus congéneres libres

(62’fl63); además éstas crecen en biopeliculas (64) a diferencia

del crecimiento en suspensión que ocurre “in vitro” (65). Este

tipo de crecimiento en biopelículas, asociado con superficies

animadas o inanimadas (66), conduce a unidades celulares

recalcitrantes al tratamiento antibiótico (67) que sirven de foco

de bacteriemias (68) y bacteriurias (69).

Por otra parte, la limitación de nutrientes que puede

existir ‘Un vivo” hace que la célula, además de expresar

fenotipos particulares, limite su tasa de crecimiento de manera

sensible con respecto al cultivo “in vitro” (64); así, la

utilización de poblaciones celulares de alta densidad puede

implicar una menor tasa de crecimiento. Como ejemplo de este

hecho está el cese de crecimiento de los aerobios en la mayoría

26



de los medios enriquecidos, debido a la deprivación de oxígeno

(64).

“In vivo”, y en determinadas zonas topográficas del

organismo animal, los nutrientes están limitados (59),

demostrándose que, en nichos ecológicos naturales, las bacterias

crecen más despacio debido a esta deplección (51). En estas

condiciones, la mayoría de las bacterias responde con una

respuesta coordinada de reducción de la tasa de síntesis

macromolecular (70); este hecho se denomina respuesta estringente

(71) gobernada por el “locus reí A” (59). La traducción de esta

situación es la aparición de células metabólicamente inactivas,

con una disminución de la tasa de crecimiento prácticamente

inmediata después de la deprivación.

Desde el punto de vista de la antibioterapia se produce la

ya comentada tolerancia fenotipica, debido a la relación expuesta

entre tiempo de generación y lisis bacteriana o formación

protoplástica. En estas condiciones los betalactámicos comunes

no actúan, aunque determinados betalactámicos sean capaces de

hacerlo al menos después de tiempos determinados de deprivación

nutricional. Este tiempo se define como periodo de ventana

(tiempo necesario de deprivación después del cual la adición de

antibiótico a concentraciones de 10 CMI no puede causar un

decremento =1 log en la viabilidad bacteriana a las 24 h.). El

período de ventana es de 1/2 hora para la nocardicina y CMX y de

45 minutos para IMP (59). Es decir, existen betalactámicos

activos (de forma bactericida, dependiendo de la concentración

y del tiempo de deprivación del nutriente aminoácido) frente a

bacterias metabólicamente inactivas o con tiempos amplios de

generación o, lo que es lo mismo, cultivos con tasas bajas de

crecimiento. Estos fármacos son activos al menos en las fases

iniciales del desarrollo de la tolerancia fenotipica, hecho

importante en infecciones que requieren la optimización de los

efectos bactericidas (59).
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- Efecto inóculo

Una vez comentada la acción de la deprivación de nutrientes

sobre la tasa de crecimiento celular cabe pensar si poblaciones

densas bacterianas son influenciadas de manera distinta que

poblaciones en fase de crecimiento, por la presencia de

antibiótico. Este hecho, de ocurrir, debe evaluarse en fármacos

que actúen sobre las bacterias en fase de crecimiento.

Las poblaciones bacterianas existentes ‘Un vivo” en

determinados lugares de infección, son poblaciones de alta

densidad bacteriana (p.e. abcesos). La manera inicial “in sritro”

de estudiar este fenómeno sería establecer la presencia o no de

efecto inóculo con respecto a la CMI (incremento del valor de la

misma al incrementar el inóculo con que se realiza el TSA).

Estudios previos (72)(73) sugieren que entre las múltiples

variables que explican la actividad “in vivo”, el efecto inóculo

tiene un papel preponderante, contradiciendo la necesidad de

superar en el pico sérico 4 a 10 veces la CMI (7fl74), y

explicando por qué algunos antibióticos se dosifican para

conseguir niveles en el pico sérico que excedan más de 500 veces

la CMI (72).

Estudiar el efecto inóculo y la información que pedimos a

los distintos TSA (actividad inhibitoria, actividad bactericida

o actividad bacteriolítica) parece interesante, ante las posibles

relaciones existentes entre la presencia o ausencia del efecto

inóculo y la actividad bactericida y bacteriolitica, con el fin

de verificar si estas variables, conjunta o aisladamente,

predicen mejor la eficacia que el simple dato de actividad

inhibitoria.

— Enzimas inactivantes

El efecto inóculo es de particular importancia en bacterias

capacesde producir enzimas inactivantes, como las betalactamasas

(16). Por una parte la concentración constante de antibiótico en

el TSA puede decrecer debido a la degradación por parte de estas

enzimas (16), pero más importante es si el TSA puede detectar el
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efecto farmacodinámico “in vivo” debido a estas enzimas, el cual

tendría relación con dos factores a estudiar en el desarrollo de

un fármaco: inducción de las enzimas y resistencia a las mismas.

La inducción de betalactanasas “in vivo” ocurre

relativamente despacio (4), pudiendo ser inespecífica (también

son inductores moléculas bicíclicas como el ácido fólico, la

hemina y la tiamina). Este tipo de inducción inespecífica es

frecuentemente no detectable por los test “in vitro” de rutina

pero presenta relevancia “in vivo” (75fl76). Este hecho tendría

importancia en betalactámicos poco resistentes a la hidrólisis

enzimática.

Con respecto a la inducción, el riesgo de crear el problema

de difusión de resistencias es mayor en antibióticos que son

débiles inductores y lábiles a la acción hidrolizante, ya que la

selección de mutantes desreprimidas es mayor con inductores

lábiles porque ponen a las mismas en situación ventajosa sobre

el resto de la población celular (77).

Por todo ello, y desde el punto de vista de las pruebas “in

vitro”, es necesario estudiar la susceptibilidad del fármaco a

la acción enzimática como defensa bacteriana, y la capacidad de

inducción de dicha defensa por parte del mismo.

— Composición del medio

Hemos comentado variables físico—químicas que definen el

TSA, tales como componentes capaces de inducción inespecifica,

nutrientes y el efecto de la existencia o no de los mismos,

variaciones en el pH debido al metabolismo (últimamente

relacionado con los nutrientes), etc.

En el tubo de ensayo las bacterias son expuestas al

antibiótico en un medio que sólo es parecido a las condiciones

“in vivo” en que está muy suplementado con nutrientes derivados

de fuentes biológicas (78). Aunque se buscan medios que parezcan

más fisiológicos, no existe ninguno que simule las diversas
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condiciones de infección o sea acorde a los distintos

requerimientos nutricionales de todos los posibles patógenos. No

obstante, se han realizado esfuerzos para normalizar el contenido

de vitaminas, metales y electrolitos, intentando excluir las

posibles sustancias antagónicas (79fl80), diseñándose medios que

se han dado en llamar “completos” (81) con el fin de diferenciar

la acción lítica del antibiótico al excluir la acción ambiental

osmolar.

Del estudio de los factores microbiológicos en su influencia

con la predicción de eficacia se abre camino la investigación de

nuevastécnicas que obvien los distintos problemasque distancian

este campo de la situación “in vivo”, o bien, la búsqueda de

nuevas relaciones (de las técnicas clásicas o de las nuevas

buscadas) con parámetros farmacológicos que incrementen el nivel

de predicción desde un punto de vista pragmático o profundicen

en el conocimiento del grado de la misma desde el punto de vista

explicativo.

1.3.2. Factores farmacocinéticos.

La farmacocinóticarepresentaun puenteentrelas fases‘in vitro’ e ‘in vivo’
del desarrollode un antibiótico.

Bergan T (1990). Reqáirenents for the Doctuientation of Pharmacokinetic
Propertiesof Antimicrobial Agents. Eur. J. Clin. Microbiol. Infeot. Ola.
9:506—509.

Un detallado análisis farmacocinético, matemáticamente basado, del
comportamientode un antibiótico sirve parapredecirregímenesdedosificación
adecuados.

Bergan T (1986). Reguirementafor PhanacokineticEvaluation of Antibiotica
in Phase: Studies. Rey. Infect. Día. 8 (Suppl 3):319—324.

El nivel de susceptibilidad a un antibiótico betalactámico

30



dependerá de su afinidad por las dianas (determinadas PBPs), el

número de dianas no unidas a antibiótico necesarias para la

función celular y la tasa de formación celular de nuevas dianas

(82). La unión a las dianas dependerá de la concentración de

antibiótico tras la barrera de difusión “membrana externa” (en

el caso de las bacterias gran negativas). Prescindiendo del

“trapping” como mecanismo de las betalactamasas contributivo a

la resistencia en el caso de una membrana externa altamente

impermeable al betalactámico (83), si la afinidad del mismo a la

betalactamasa es menor que a la PBP, la enzima no incrementará

significativamente el nivel de resistencia. Si ocurre el fenómeno

contrario, la tasa de hidrólisis por cantidad de enzima es

directamente proporcional a la concentración de sustrato (82).

La concentración de este antibiótico (sustrato) depende de su

influjo, a través de la membrana externa, y del incremento en el

volumen de distribución bacteriano (variable si aumenta el tamaño

celular, debido a la filamentación, tras la acción en

determinadas PBP) para el antibiótico entrante. Este influjo a

través de la membrana externa depende del área de dicha membrana,

del gradiente de concentración a través de dicha barrera y del

coeficiente de permeabilidad de la membrana para el fármaco en

cuestión (83). Parece claro que el gradiente de concentración

tiene como factor primordial la concentración antibiótica en el

medio ambiente bacteriano.

Quizá debido a estos hechos, y hablando de una manera

general, a mayores niveles tisulares mayor eficacia (6), lo que

parece evidente en el caso de infecciones respiratorias y

urinarias en humanos (33). Sin embargo, en el desarrollo

postoxicológico y preterapéutico de un fármaco, la determinación

sistemática de niveles en varios tejidos humanos no es

obligatoria ya que estos caros estudios tendrían limitaciones

éticas y técnicas (6), no siendo posible titular la dosis con

respecto a la respuesta clínica en humanos (33). No obstante, los

modelos animales nos brindan una herramienta de investigación que

provee conceptos básicos relevantes para el diseño de estudios

preclínicos y clínicos (4).
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La dependencia de la penetración tisular reside en tres

factores: transporte activo, liposolubilidad y unión a proteínas

(84).

El transporte activo es importante en la eliminación de

algunos antibióticos, como la secreción tubular renal de muchos

betalactámicos, y, en menor medida, en la penetración en líquido

cefalorraquideo (84).

En relación a la liposolubilidad, CRAIG y WELLING

observaron, con datos de otros autores, una buena correlación

(coeficiente de correlación: 0.986) con respecto al volumen de

distribución del “antibiótico libre” (85).

La unión a proteínas es la asociación reversible de un

fármaco con proteína (fundainentamente albúmina) por enlaces

iónicos (86), pudiendo ser afectada por la naturaleza de la

proteína (animal o humana), por la concentración de la misma y

por la concentración del fármaco. Desde el punto de vista de la

antibioterapia, la unión a proteínas tiene implicaciones

importantes, tanto para la actividad antimicrobiana del fármaco

como para su farmacología (33).

La actividad de antibióticos con unión a proteínas no

significativa es generalmente equivalente en suero y caldo (87)

(88) (89). Sin embargo, hay un 25% de reducción en dicha

actividad medida en suero, en comparación con caldo, en el caso

de antibióticos con elevada unión a proteínas, como por ejemplo

la cloxacilina con un 95%—96% (34). Sólo cuando la unión a

proteínas excede aproximadamente el 90% existirá una reducción

de 8 veces en la actividad microbiológica, en comparación con un

agente que presente unión a proteínas no significativa (33).

Desde el punto de vista farmacológico la unión a proteínas

mf luirá en la eliminación de un antibiótico en ausencia de

secreción tubular renal significativa (33). En general, parece

que los betalactámicos penetran rápidamente en tejidos no
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especializados y que la subsiguiente tasa de eliminación depende

del área de la superficie/volumen del compartimento (84). Así

ocurre en fluido pleural (90), y en peritoneo (en ausencia de

inflamación) donde se consiguen niveles del 70% al 80% de los

séricos excepto para los antibióticos con elevada unión a

proteínas <91). Parece, por tanto, que la única barrera para la

penetración tisular (en ausencia de inflamación) es una alta

unión a proteínas, superando el 80%, que produce una disminución

en los niveles de fármaco total (libre y unido) (33> en el

compartimento estudiado.

Intentando asociar los efectos de la unión a proteínas,

farmacológicos y sobre la actividad antimicrobiana, con la

variable eficacia, se recurre a los modelos animales. Utilizando

S.aureus y penicilinas antiestafilocócicas, MERRIKIN et al,

estudian dicha asociación (36). Sus resultados sugieren que a

igualdad de otros factores la actividad terapéutica disminuye al

incrementarse la unión a proteínas. Esta relación no es lineal

y sólo cuando el nivel de antibiótico libre disminuye por debajo

de aproximadamente un 10% la eficacia terapéutica (dosis

prospectiva 50%) disminuirá considerablemente.

El siguiente paso es observar el efecto de la inflamación

y/o infección sobre la penetración tisular, que es relativamente

impredecible (6), ya que los fluidos inflamatorios suelen ser

ultra—filtrados de los vasos, con menor pH y alta concentración

de proteínas séricas. Para estudiar su influencia se recurre

nuevamente a los modelos animales; así se observan (para seis

betalactámicos estudiados) unos niveles del 13%—27%del sérico

en abcesos estériles en ratones (92). Aunque fármacos

lipoinsolubles penetran poco en los modelos de cajas tisulares

o de fluido con envoltura de fibrina (93), no grandemente

influenciados por la unión a proteínas como hemos visto, parece

que se alcanzan niveles más altos en tejidos no infectados que

infectados (94), quizá debido a la unión a proteínas inducida por

la infección o al incremento de la pared de fibrina también

inducido por la infección. Aproximadamente se obtiene el 25% del
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pico sérico como pico en el fluido del modelo de caja tisular,

por lo que parece lógico que las concentraciones séricas en el

pico deban exceder 4 veces la CMI. Desde el punto de vista de la

dosificación se consiguen mayores niveles tisulares en el modelo

cuando los antibióticos son administrados en bolus en vez de

infusión (95).

Aunque razones éticas impiden el uso de estos modelos en

humanos, parece lógico aplicar la situación estudiada en estos

modelos al diseño de estudios clínicos donde existan abscesos no

drenados. El modelo de fluido vesicular se ha usado en humanos

(94) permitiendo medir el porcentaje medio de penetración (y la

influencia de dosis crecientes) en el exudado inflamatorio, pero

hoy por hoy no hay correlación entre estos niveles intersticiales

y la eficacia clínica.

Debido al escaso papel de la investigación sobre la

penetración tisular en humanos, en la predicción de eficacia pre—

ED, para la dosificación en los estudios Pase TI y Fase III se

utilizan datos cuidadosamente extrapolados de modelos animales

(5) y una aproximación indirecta a partir de datos

farmacocinéticos de estudios Fase 1 en humanos. Se trata de

predecir los niveles extravasculares (y extracelulares, en su

caso) a partir de datos séricos, teniendo en cuenta que factores

farmacodinámicos (4) modificarán el sistema de predicción, e

intentar equipararlos a eficacia (asumiendo de manera general la

premisa de que a mayor nivel tisular mayor eficacia (6)). La

relación nivel en el pico sérico/CMI es buen predictor para los

aminoglicósidos (96), antibióticos cuya acción es dosis

dependiente, mientras que el tiempo que la concentración sérica

excede la CMI (4) lo es para los betalactámicos <antibióticos

cuya actividad antibacteriana es tiempo dependiente),

correlacionándose, en estos últimos, fracaso terapéutico con

inadecuados niveles séricos en el valle para el fármaco libre

(9?).
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1.3.3. Factores farmacodinámicos.

En basea la revisión de la literatura publicadaseha demostradoque los
parámetrosfarmacocinéticosde los agentesantimicrobianossecorrelacionan
bien con la eficacia terapéuticaen modelos animales, si los parámetros
farmacodinámicosse tienen en cuenta La correlaciónde los parámetros
farmacocinéticoscon eficacia terapéuticaprovee de importantesconceptos
Básicospara el diseñode estudiospreclinicosy clínicos en el cursode los
cualesseevidenciaránpropiedadesfarmacodinámicasadicionales.

Dalbofí A and Ullmann U (1990). Correlation Between Pharmacokinetícs,
Phanacodynamics and Efficacy of Antibacterial Agenta in Animal Modeis. Eur.
J. Clin. Microb. Infect. Día. 9:479—487. Symposium on Antibiotic Polícies
(Organised by ES.C.M,I.D, heid in Viena, 25-27, March, 1990).

Diversos parámetros farmacodinámicos contribuyen a la

eficacia “in vivo” de los antimicrobianos, por lo cual su estudio

resulta adecuado en el desarrollo postoxicológico y

preterapéutico de un antibiótico, como parte sustancial de la

predicción de eficacia pre—EC.

Estos factores farmacodinámicos se presentan en dos grandes

grupos. El primero toma como diana del antibiótico el sistema

inmune, y el segundo, toma como diana el fin último de los

antibióticos: la bacteria.

Los antibióticos, a diferencia de otros fármacos, no están

diseñados para actuar en la célula eucariótica. Desde un enf oque

simplista se podría asumir que una acción de este tipo es un

efecto adverso (98). Sin embargo, diversos estudios intentan

dilucidar posibles efectos beneficiosos de los antibióticos en

los mecanismos bactericidas séricos, función linfocítica y en

varios aspectos de la actividad leucocitaria (quimiotaxis,

fagocitosis y muerte intracelular) (78), como primera línea de

defensa sisténica del organismo.

En relación con los componentes séricos, ya hemos comentado

que la actividad de los antibióticos con unión a proteínas no

significativa es equivalente en suero y caldo frente a bacilos

gram negativos (8?) (88) (89), sugiriéndose incluso que el efecto
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inhibitorio del suero en la actividad de cefalosporinas de amplio

espectro es menor que el predecible por el grado de unión a

proteínas (99). Aparte de la unión proteica, dos factores pueden

influir en el grado de acción combinada del antibiótico y suero

humano sobre la bacteria: los propios componentes séricos y el

mecanismo de acción del fármaco. Con respecto a aquéllos, se

postula la posible existencia de un componente (o componentes)

ultrafiltrable que aumente la actividad de las cefalosporinas de

tercera generación frente a bacilos gram negativos (99). En

relación a la propia acción del antibiótico, el efecto de éste

(a concentraciones subinhibitorias) sobre la acción bactericida

del suero se produce predominantemente en aquellos antibióticos

con acción morfológica globular sobre la bacteria, en comparación

con el mínimo efecto sobre los de acción morfológica de

filamentación (100), siempre teniendo en cuenta la distinta

susceptibilidad al suero de las distintas cepas bacterianas

(101).

Concentraciones antibióticas bajas, que ocurren después de

concentraciones terapéuticainente activas, pueden actuar

sinérgicamente con los anticuerpos y pueden estimular la

fagocitosis (102). Así, la penicilina sensibiliza a la bacteria

a los efectos de los leucocitos polimorfonucleares e hidrolasas

exógenas, como la lisozima (103); efectos que se pierden en

bacterias en fase estacionaria tratadas con cloranfenicol, lo que

sugiere que la tolerancia fenotípica es un fenómeno que se

extiende también a un amplio rango de defensas del huésped (59).

Cuando estudiamos el antibiótico en relación con la diana

para la que fue diseñado, la bacteria, diversos parámetros

farmacodinámicos contribuyen a la eficacia “in vivo”. Estos

parámetros farmacodinámicos son el resultado de los efectos de

las concentraciones supra-inhibitorias o sub—inhibitorias sobre

la bacteria. Fundamentalmente, nos referiremos al PAE, tasa de

muerte bacteriana y tipo de acción del fármaco (dosis o tiempo

dependiente), interferencia con expresión génica y desintegración

de las membranas bacterianas. Otros parámetros farmacodinámicos
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importantes son los ya comentados(apartado 1.3.1.) de inducción

‘Un vivo” de betalactamasas y estabilidad del antibiótico a las

mismas.

Es muy difícil distinguir “in vivo” los efectos de

concentraciones supra’-inhibitorias y concentraciones sub—

inhibitorias, en la eficacia antimicrobiana global (6), sin

embargo, parece lógico pensar que no es necesario distinguir los

efectos combinados de concentraciones supra y sul, CMI ya que la

acción conjunta es la que previene el recrecimiento bacteriano

entre dosis (104).

Las concentraciones sub—inhibitorias no sólo hacen a las

bacterias más susceptibles a la función fagocitica (105) sino que

además modifican la superficie celular (106), alterando la unión

bacteriana a superficies epiteliales (102) (107), e interfieren

la secreción de exoenzimas. Así, teóricamente, antibióticos

capaces de inhibir la síntesis proteica podrían inhibir la

producción de betalactamasas (43) (46). Con respecto a este

último punto hay que tener en cuenta que las interacciones entre

betalactámicos y cloranfenicol son complejas ya que, aunque bajas

concentraciones de cloranfenicol pueden prevenir la producción

de betalactamasa, altas concentraciones antagonizan el efecto de

la penicilina (43). Aparte de estas acciones de las

concentraciones sub—inhibitorias sobre la expresión génica, las

concentraciones sub—inhibitorias también prolongan la fase post—

antibiótica del efecto de concentraciones supra-inhibitorias

denominado PAE (104).

Los efectos farmacodinámicos más patentes de las

concentraciones supra—inhibitorias son el PAE, la disrupción de

membranas bacterianas y la tasa de muerte bacteriana.

El resultado de la exposición previa al antibiótico define

el fenómeno PAE (108), que ha sido descrito en una amplia

variedad de microorganismos (109). Este parámetro farmacodinámico

tendría que influir básicamente en la dosificación ya que
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previene el recrecimiento de los microorganismos después de que

las concentraciones de antibiótico caigan por debajo de la CMI.

Así, los aminoglicósidos no tienen que ser mantenidos

constatemente sobre la CMI para obtener la máxima eficacia (54),

mientras que los betalactámicos sólo presentan PAE con pocas

especies bacterianas, por lo que su relevancia “in vivo” no se

puede generalizar y las concentraciones de estos antibióticos no

deben caer por debajo de la CHI en el huésped infectado. A pesar

de los estudios animales que demuestran la importancia del PAE

como determinante en la óptima frecuencia de dosificación para

distintos antibióticos, la aplicación al tratamiento de

infecciones en humanos ha sido lenta (108).

Diversos antibióticos actúan, aparte de sobre sus dianas

bacterianas habituales, sobre las membranas bacterianas a

concentraciones supra CMI, pudiendo tener importancia fisiológica

en bacterias en fase estacionaria de crecimiento (4). Debido a

que esta acción se ejerce a concentraciones supra CMI, no es

detectada en los TSA rutinarios de laboratorio. Aunque el efecto

de los aminoglicósidos sobre las membranas bacterianas y el de

la ciprofloxacina sobre la membrana citoplasmática no tienen

importancia fisiológica, ya que se consiguen a concentraciones

superiores a las fisiológicas, el efecto de esta quinolona sobre

la membrana externa sí se ejerce a las concentraciones

conseguidas tras dosificaciones habituales. Así, en un estudio

cruzado en voluntarios sanos, este último antibiótico consigue

mayor actividad bactericida sérica que la norfloxacina, a pesar

de menores niveles séricos de ciprofloxacina en comparación con

norfloxacina (110). A concentraciones similares a las conseguidas

en el pico sérico la ciprofloxacina es rápidamente bactericida

(111) y ejerce un efecto sobre la integridad de la membrana

externa bacteriana (112); estos hechos sugieren una propiedad

farmacodinámica adicional que contribuye a la eficacia

antibacteriana (4).

El test “ex vivo” de actividad bactericida sérica puede

proveer de una medida más significativa de la utilidad potencial
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de agentes antimicrobianos (113) (114) (115), ya que, como hemos

visto, toma en consideración la actividad “in vitro”, la

farmacocinética del fármaco y la farmacodinamia del mismo (116);

mide el efecto combinado de la absorción y eliminación del agente

antimicrobiano, su potencial unión a proteínas séricas y el

efecto de congéneres metabólicos del compuesto original sobre el

microorganismo (117>. Diversos estudios indican que títulos

bactericidas superiores a 8 se correlacionan con tasas de

eficacia significativamente mayores que las correspondientes a

títulos interiores (43), demostrando su utilidad en la

monitorización de la terapia antibacteriana de endocarditis,

bacteriemia en pacientes oncológicos, osteomielitis, artritis

séptica, meningitis (117) y sepsis por gram negativos (118).

Por último, y con respecto a la tasa de muerte bacteriana

(medición de supervivencia celular —representación

semilogarítmica del recuento de ufc/ml habitualmente a las 0, 4,

12 y 24 horas— tras exposición a una concentración

antimicrobiana, la cual suele escogerse según el pico sérico

conseguido con la terapia) cabe distinguir dos tipos de acción

antibiótica. Así, mientras los aminoglicósidos demuestran una

acción bactericida concentración dependiente (un incremento de

concentración antibiótica se corresponde con un aumento de la

magnitud de tasa de muerte bacteriana), los betalactánicos tienen

una acción bactericida con muy escasa dependencia de la

concentración antibiótica (117) supra—inhibitoria (4).

De esta forma, con los aminoglicósidos una administración

en “bolus”, generando altas concentraciones en el pico sérico

(119), es más efectiva que dosis fraccionadas que resultarían en

bajas concentraciones en el pico, pero un tiempo de concentración

antibiótica sobre la CMI prolongado (t/CMI). En contraposición,

múltiples dosis o infusión constante de betalactámicos que

generen altos t/CMI resultan en un control significativamente

mejor de las infecciones experimentales, que administraciones

antibióticas menos frecuentes que generen altos picos séricos con

bajos t/CMI (120). Cono conclusión, estudios animales que toman
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en cuenta dos parámetros farmacodinámicos (PAE y la acción

bactericida concentración dependiente, o t/CMT dependiente) dan

lugar a una correlación significativa de parámetros

farmacocinéticos y eficacia terapéutica con antibióticos

betalactámicos y aminoglicósidos (54).

Todos los factores farmacodinámicos comentados deben ser

aplicados cuidadosamente en la correlación de parámetros

farmacocinéticos y eficacia terapéutica, ya que parámetros

farmacodinámicos específicos de antibióticos individualizados

pueden contribuir sustancialmente a la eficacia “in vivo”,

mientras que antibióticos del mismo grupo de fármacos

antimicrobianos pueden carecer de estos atributos

farmacodinámicos adicionales (4).

1.3.4. Factores propios del huésped.

El efecto de un antibiótico per seescon frecuenciadificil de evaluar.

Norrby SR (1990>. Clinical Ttials of Antibiotice: Toward Improved Quality and
International Standardization. ‘Pbe Antimicrob. ~ewsI.7:57—63.

En la predicción de eficacia pre—EC intervienen los datos

microbiológicos, farmacocinéticos y farmacodinámicos obtenidos

en la fase postoxicológica y preterapéutica del desarrollo de

antimicrobianos. Los EC de la fase terapéutica del desarrollo

entrarán en la base de datos, para concluir la guía de

interpretación de los TSA (15). Por ello, alteraciones en la

predicción de eficacia podrían deberse a una falta de integración

de datos farmacológicos y microbiológicos de la fase pre—clínica

o bien a una ausencia de precisión en la evaluación de la

variable eficacia, en la fase clínica.

Normalmente los fármacos están diseñados para actuar sobre

la célula eucariótica, sobre una diana específica, y en un

determinado espacio corporal. Por contra, los antibióticos están

diseñados para actuar sobre la célula procariótica, tienen más

de una diana de acción (distintas especies bacterianas con
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distintas propiedades biológicas) y deben combatir infecciones

en distintos espacios corporales con distintas propiedades

cinéticas.

Dos factores dificultan aún más la evaluación del efecto de

un antibiótico. Muchas veces las infecciones bacterianas son

complicaciones de otras enfermedades y, por otra parte, existen

tasas espontáneas de curaciones de estas infecciones.

La característica de exogenicidad patogénica de las

enfermedades infecciosas hace que la eficacia antibiótica se

suela medir con variables dicotómicas: curación o ausencia de la

misma, y erradicación bacteriana o persistencia. Como

consecuencia de este hecho, un gran número de pacientes es

requerido en la estimación de muestra de EC comparativos (98),

muchos más que si dispusiéramos de variables primarias de

eficacia continuas o semi—continuas.

Por todo ello, se requiere una valoración más cuantitativa

de los efectos “in vivo” de los antimicrobianos (quizá usando

métodos de evaluación que consideren el tipo específico de

paciente, el lugar y gravedad de la infección, el o los

organismos infectantes y el efecto sobre la flora normal) para

evaluar la capacidad de predicción de eficacia de los TSA (26),

redefiniendo continuamente la interpretación de los resultados,

a la vista de la susceptibilidad antimicrobiana cambiante a lo

largo del tiempo, mediante estudios fase IV apropiados (26).

Así, como indica Baquero (26), una estandarización precisa

de los TSA, firmemente unida a una estandarización de la medición

del impacto antibiótico en pacientes y microbios, convertirá la

precisión en verdad.
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2. CEFMINOX

.

2.1. Información sobre el mecanismo de acción.

Hemosvisto que diversos antibióticos ademásde actuar sobre

sus dianas bacterianas habituales, ejercen una acción sobre las

membranas bacterianas, a concentraciones supra o peri CMI,

pudiendo tener importancia fisiológica en bacterias en fase

estacionaria de crecimiento (4).

Por otra parte, los betalactámicos que Usan bacterias que

no están en fase de crecimiento necesitan la integridad del

anillo betalactámico (59), ejerciendo su acción por una senda

operativa similar a la que utilizan para actuar sobre bacterias

en fase de crecimiento, ya que incluso en las bacterias en fase

estacionaria persiste una cierta tasa de síntesis de pared (121).

Es probable que la PBP que cataliza esta pared para este estado

bacteriano sea la 7 en E.coli, ya que parece existir una buena

correlación entre la afinidad de los betalactámicos a esta PBP

y su capacidad para lisar E.coli en fase estacionaria (28) (122).

El conocimiento de estas enzimas, así como el de la estructura

de la pared que catalizan, es clave para entender la base de la

lisis de las bacterias en fase estacionaria. Quizá la pared

catalizada muestre alteraciones en los lugares de unión de la

autolisina o presente inhibidores de la misma (121), y tras

largos períodos de síntesis y acumulación de pared alterada en

este estado bacteriano, incluso antibióticos con amplios períodos

ventana pierdan su actividad (123). En cualquier caso parece que

los betalactámicos que mantienen actividad frente a E.coli en

estado estacionario no presentan el mismo perfil de afinidad por

las PSP que los antibióticos que causan lisis bacteriana

únicamente en fase logarítmica (59) (124).

CMXes una cefamicina con características estructurales que

lo apartan de otros miembros del grupo.

La presencia de D—cysteina en posición 7 beta parece
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responsable de la actividad de la molécula frente a una nueva

diana lítica. Además de actuar sobre las dianas características

de los betalactámicos del mismo grupo (PBPs la/lb, 3), esta

molécula se une al peptidoglicano con el residuo D—cysteina e

inhibe su unión a la lipoproteina de la membranaexterna. Este

segundo efecto de la molécula lleva a una inducción de lisis

bacteriana rápida. Ha sido demostrado que la N-acetylación de la

porción D—aminoácido, o su conversión a L—aminoácido, causa un

decremento de la actividad del fármaco (125). Ante la misma

permeabilidad celular, estabilidad frente a betalactamasas y

afinidad por las PBPs (del E.coli), tanto de CMXcomo su pariente

L—amino, la diferencia de actividad antibacteriana entre ambos

betalactámicos es atribuible a la función D-amino de CMX. Así,

su potente actividad lítica es inhibida por ciertos D—aminoácidos

pero no por L—aminoácidos (126).

2.2. Información previa del fármaco.

2.2.1. Aspectos microbiológicos.

CMXpresenta una actividad inhibitoria frente a aislamientos

(anteriores a 1985) menor o igual a los fármacos utilizados como

control (127) en el desarrollo previo realizado en Japón. Destaca

su gran actividad frente a B.frac¡ilis (128).

Sin embargo, su particular modo de acción hace que tenga una

serie de características diferenciales con respecto a distintos

parámetros microbiológicos:

a. Actividad bactericida. En términos de CMB, tras 6 o 24 horas

de exposición, el CMX fue más activo que cefalosporinas de 2~ y

3~ generación frente a enterobacteriaceas pertenecientes a los

géneros Escherichia, Klebsiella, Proteus y Serratia, a pesar de

las diferencias en términos de CMI (127).

b. Efecto de concentraciones antibióticas decrecientes en la

actividad bactericida. En estos estudios (129) utilizando un
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aparato de extracción antibiótica (130), es posible simular t112

de los fármacos en roedores. CMX demostró mantener su actividad

antimicrobiana, mientras las cefamicinas control presentaban un

menor decremento del contage de ufc/ml, proporcional al

decremento de la concentración antibiótica. CMX presentó una

acción lítica más precoz, mayor y sin filamentación celular, en

contraste con los fármacos control (129).

c. Modelos de crecimiento bacteriano lento. Dos experimentos

fueron llevados a cabo para ver la actividad de cefamicinas

frente a bacterias en esta situación. El primero (131) utiliza

inóculos densos y el segundo (132) introduce factores limitantes

en el medio de cultivo, utilizando equipo sofisticado (Chemostat)

como parte avanzada del cribage de actividad antibacteriana (28)

en situaciones especiales. CMX, a diferencia de los fármacos

control, mantiene su actividad lítica frente a las cepas

utilizadas (E.coli, Klebsiella nneumoniae, Serratia marcenses y

Salmonella enteritidis), después de añadirse al medio de cultivo,

siendo lisadas las células a concentraciones menores y, a veces,

sub-inhibitorias.

2.2.2. Farmacología experimental.

Prescindiendo de los aspectos toxicológicos, que no son

objetivo de esta tesis, han sido realizados varios modelos

animales de eficacia. Se constata la eficacia preventiva de

infección del fármaco en comparación con otras seis

cefalosporinas (128). En un estudio (131), a pesar de las

diferencias en los valores de la CMI de CTh y CMX (a favor de la

primera), no se encontró diferencia en la distribución de la DEso

frente a 17 bacterias. En este mismo estudio, y frente a gram

negativos (excluyendo Proteus), la distribución de los rangos de

DEs0/CMI para CMX era significativamente menor que para CTX o

cefoperazona, siendo las DEso para CMX menores que las esperadas

por sus CMTs.

Dos estudios sugieren que las propiedades farmacocinéticas
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del CMX no juegan un papel fundamental en su actividad in vivo,

en comparación con otros fármacos. En el primero (127), se

postula mayor actividad in vivo del CMX (DEso en ratones Slc:ddY)

frente a cefalosporinas de 2~ y 3~ generación (a pesar de la

diferente actividad en términos CMI), siendo similares las AUC

y los niveles séricos de los fármacos estudiados. En el segundo

(132), se presenta una mayor actividad in vivo comparativa con

cefmetazol, presentando el fármaco problema niveles séricos,

peritoneales y tisulares menores que el fármaco control en un

modelo animal similar al anterior, de sepsis por gram negativos.

2.2.3. Farmacología humana.

Hasta la actualidad no se ha realizado ningún estudio Fase

1 en caucasianos. Los resultados de tres estudios Fase 1 han sido

presentados en orientales (133) (134) (135) en congresos

internacionales. El primero de ellos en 12 voluntarios con dosis

de 1 g., y controlado con CFX, cefmetazol y cefbuperazona (a las

mismas dosis), determinándose los niveles séricos por HPLC y

método biológico (Vibrio nercolans para CMX) - El CMX presentó los

siguientes valores medios farmacocinéticos: nivel en el pico 127

mcg/ml, tl/= de 2.28 horas y AUC de 296 mcg/h/ml y unos niveles

urinarios de aproximadamente9000 mcg/ml tras una hora de su

administración, recuperándose tasas del 65% a las 6—8 horas

después de la infusión. En estos estudios japoneses no se

detectan metabolitos activos en orina humana (134).

En el tercer estudio (135) se midió la unión a proteínas a

partir de voluntarios sanos, que presentó valores promedio del

68%, con independencia de la concentración en el rango

terapéutico usual (< 100 mcg/ml).
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El fin último del desarrollo postoxicológico y

preterapéutico de un antimicrobiano es obtener datos, tanto de

las áreas microbiológica, farmacológica experimental y

farmacológica clínica (Fase 1), para diseñar futuros EC, donde

demostrar la eficacia y seguridad del fármaco en pacientes. A

partir de los datos de la fase postoxicológica y preterapéutica

del desarrollo del fármaco obtendremos las bases fármaco—

biológicas de elección de la patología donde realizar dichos EC,

y los datos para la deducción de la dosificación en cada EC en

particular. Los fármacos comparativos de estos futuros EC deben

adaptarse al estándar comúnitario para el proceso infeccioso o

microorganismo objeto del estudio, requiriendo la FDA que el

fármaco elegido como control (y su régimen de dosificación) para

la infección estudiada sea el aprobado por esta agencia de

regulación (136). Por ello, parece lógico que todos los estudios

comparativos integrantes del desarrollo postoxicológico y

preterapéutico utilicen fármacos similares a los del estándar

comunitario aplicado en el abanico de patologías, de entre las

cuales se elegirán los futuros EC dependiendo de los resultados

de esta fase del desarrollo.

Desde el punto de vista microbiológico, y con independencia

de que la determinación de la actividad antimicrobiana de un

fármaco se formule por el principio de Wold (incluir el máximo

número de pruebas para obtener el máximo número de datos) (27),

las recomendaciones de la OMS incluyen la actividad frente a

cepas estándar, aislados clínicos recientes, actividad

comparativa con fármacos del mismo grupo, resistencias e

interacciones con otros antimicrobianos (3). Además, en el caso

de los betalactámicos debe estudiarse el efecto inóculo y otras

pruebas menos convencionales (28).

Desde el punto de vista de la farmacología experimental, la

correlación de los parámetros farmacocinéticos con la eficacia

terapéutica provee de importantes conceptos básicos para el

diseño de estudios preclínicos y clínicos en el curso de los

cuales se evidenciarán propiedades farmacodinámicas adicionales
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(4). En la evaluación de un nuevo fármaco en modelos animales

discriminativos, para minimizar errores en la siempre arriesgada

extrapolación de resultados a la patología humana, es necesario

incluir comparaciones con regímenes de tratamientos

convencionales y efectivos (16). Este criterio de control

(estudios comparativos) es básico, ya que parámetros

farmacodinámicos específicos de fármacos individualizados pueden

contribuir a la eficacia “in vivo”, mientras que antibióticos del

mismo grupo pueden carecer de estos parámetros adicionales (4).

En resumen, estos modelos discriminativos permiten obtener datos

de las relaciones entre los niveles y eficacia, y el valor

predictivo de las propiedades cinéticas o “in vitro” del fármaco,

permitiendo una aproximación terapéutica y ayudando al diseño de

EC, siendo útiles en la definición de la dosis óptima (5).

Desde el punto de vista de la farmacología clínica, resulta

conveniente realizar un Fase 1 en caucasianos ante la ausencia

de estudios de este tipo en esta población.

Tres son los objetivos generales de esta tesis:

1. Como objetivo primario, investigaremos la predicción de

actividad biológica, del antibiótico problema comparativamente

con fármacos control, en sus tres facetas:

a. “in vitro”.— Actividad farmacodinámicaa partir de datos

microbiológicos estándar.

b. “in vivo”.— Actividad terapéutica en modelos animales a

partir de datos “in vitro”.

c. “ex vivo”.— Actividad farmacodinámica en voluntarios

sanos a partir de datos farmacocinéticos y/o “in vitro”.

2. Como objetivo secundario describiremos cómo se completó, de

acuerdo con las normativas y recomendaciones de las distintas

agencias de regulación y sociedades científicas, el desarrollo

postoxicológico y preterapéutico del antibiótico problema,

evaluando el grado de adhesión a las últimas recomendaciones
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publicadas. Para ello, describiremos los estudios llevados a cabo

exclusivamente en nuestro país (al no haber sido incluidos en la

etapa del desarrollo preterapéutico realizada previamente en

Japón), utilizando los fármacos de nuestro estándarcomunitario,

y examinando el cumplimiento de todos los requerimientos de las

recomendaciones vigentes (sobre la información exigida de un

antibiótico antes de su administración a pacientes).

3. Como objetivo pragmático obtendremos, de la interrelación de

los distintos estudios y tras la discusión de los objetivos

anteriores, las bases fármaco—biológicas para la elección de la

patología, y la deducción de la dosificación para los futuros EC

de la fase clínica del desarrollo del fármaco.
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1. CENTROS. INVESTIGADORES Y ESTUDIOS qUE INTEGRAN EL PROGRAMA

.

Para el desarrollo postoxicológico y pre—terapéutico de CMX

se contactaron 7 centros (varios de ellos trabajaron

conjuntamente y la mayoría de los mismos llevaron más de un

estudio). Cuatro de ellos realizaron los estudios

microbiológicos, 1 el modelo animal (farmacología experimental),

3 participaron en la ejecución del Fase 1 en sus distintas

facetas, mientras que 1 se encargó de la gerencia, coordinación

y diseño de los EC a partir de los datos (y su interrelación) de

esta fase.

La condición de investigador se definió a partir del hecho

de ser firmante o autor de 1 ó más de los siguientes documentos:

protocolo, contrato con el promotor, informe final y/o

publicación (o presentación de posters o comunicaciones orales

en congresos) generada, y cumplir los requerimientos de autoría

para revistas biomédicas (BMJ 1991; 302:338—341).

Participaron 17 investigadores en el desarrollo del

programa, durante los años 1989, 1990 y 1991. En las tablas 1 y

2 quedan reseñados los centros, investigadores y estudios, así

como las citas bibliográficas a que han dado lugar hasta el

momento. La tabla 1 corresponde a los estudios microbiológicos,

mientras que en la tabla 2 se reseñan los estudios realizados en

voluntarios sanos.

2. ANTIBIóTICOS UTILIZADOS EN EL PROGRAMA

.

En la tabla 3 se reseñan los antibióticos utilizados en el

desarrollo preterapéutico de CMX. Se utilizaron 15 antibióticos

en el conjunto de todos los estudios, de los cuales más de la

mitad corresponden, lógicamente, al grupo de las cefalosporinas.

Como antibiótico control fundamental se utilizó la cefamicina CFX

en los estudios comparativos, es decir, estudios números 1 al 10.
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3. CEPAS UTILIZADAS

.

Las cepas tipo utilizadas en los distintos estudios quedan

reseñadas en la tabla 4.

En el estudio número 1 de susceptibilidad (actividad

inhibitoria) se utilizaron aislados clínicos del Hospital Ramón

y Cajal de Madrid (137). Estos fueron 885 cepas obtenidas de

hemocultivos realizados entre 1987—1989 (un aislamiento por

paciente), 47 cepas de Haemonhilus influenzae ,y 16 cepas del

grupo Bacteroides frapilis procedentes de otras muestras

clínicas.

Otros aislados hospitalarios (50 cepas de Bacteroides grupo

fragilis) y enterobacteriaceas (E. coli, Klebsiella son, Proteus

rettcreri, Enterobacter son y Citrobacter freundii) fueron

utilizados en los estudios “actividad frente a Bacteroides

fragilis” (número 10) e interacción “in vitro” con otros

antibióticos” (número 13), respectivamente.

Las cepas con betalactamasas tradicionales y de amplio

espectro utilizadas en el estudio número 2 (132) fueron

amablemente suministradas por A. A. Medeiros (Provindence R.I..)

a J. Martínez Beltrán (H..Ramón y Cajal, Madrid). Además en este

estudio se utilizaron distintos aislados clínicos (5 E. coli, 1

Salmonella arizonae, 1 Ríebsiella oxitoca y 1 Enterobacter

cloacae) productores de distintas betalactamasas (TEM, SHV y

Clases TV, Ib y la).

Para estudiar el efecto de la mutación Ompr en el nivel de

resistencia a antibióticos betalactámicos (estudio número 3)

(137), los plásmidos que codificaban estas betalactamasas

tradicionales y de amplio espectro fueron introducidos en el E

.

coli 4100 OmpF~ y E. coli MH 621 OmpF.

Distintas cepas patrón ATCC se utilizaron en los estudios

microbiológicos números 4, 5, 7, 8, 11 y 12, en el modelo animal

52



(estudio número 9) y en el estudio “ex vivo” del EC Fase 1

(estudio número 15).

Para la medición de niveles por bioensayo fueron utilizados

el Bacillus subtilis NUCO 6633 en el EC Pase 1, y el Vibrio

tJercolans ATCC 8461, E. coli NTCC 10418 y Sarcina lutea NTCC 9341

en el modelo animal discriminativo (estudio número 9) (73),

dependiendo del antibiótico a analizar.

En los estudios de actividad bacteriolítica (número 4) y

efecto inóculo (número 5), se utilizó, además de las cepas ATCC

reseñadas, un aislado de E. coli reciente, procedente de una

muestra de orina (E. coli 5—31) del Departamento de Microbiología

del Queen’s Medical Centre (Nottingham). Esta última cepa, junto

el E.coli ATCC 25922, se utilizó en el estudio de consumo de CMX,

comparativamente con distintos betalactámicos, por cepas

susceptibles de E.coli (número 6).

Cuatro aislados clínicos de Bacteroides fracrilis del Public

Health Laboratory (Nottingham), así como otras 4 cepas (2 ~

fracrilis, 1 B.distasonis y 1 B.thetaiotaomicron) cedidas a este

centro (140) fueron utilizadas en el estudio de susceptibilidad

de CMX, comparativamente con CFX, a las betalactamasas del

Bacteroides snn (número 6).

Por último, para el estudio de inmunomodulación (número 16),

dentro del FC Fase 1 se utilizó una cepa de Candida albicans

.

4. MÉTODOSUTILIZADOS

.

En la tabla 5 se presentan los métodos “in vitro”

utilizados, así como las citas bibliográficas donde se reseñan

detalladamente. En la tabla 6 se muestran los métodos “in vivo”

y “ex vivo”, las citas bibliográficas donde se describen, así

como los métodos utilizados para determinación de niveles de

antibiótico ya sea “in vitro” (consumo de CMX—estudio número 12-
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y susceptibilidad comparativa de CMX a betalactamasa de

Bacteroides snn o cepas susceptibles de E.coli —estudio número

6—), o “in vivo” (modelo animal discriminativo —estudio número

9— o voluntarios sanos —estudios números 14 y 15—).

En la tabla 7 se describen los medios microbiológicos usados

para llevar a cabo dichos métodos.

4.1. Estudios microbiológicos.

En los estudios números 1 al 3 se utilizó un inóculo de i04

ufc/ml, utilizando replicador de Steers en su caso. Para la

determinación de susceptibilidad de Strentococcus viridans y

S.pneumoniae se utilizó el método de microdilución.

Para la determinación de la actividad bacteriolitica

(estudio número 4) se utilizó un equipo turbidimétrico

computerizado de seis canales (151). Se definieron como las

distintas concentraciones líticas aquéllas que producían los

distintos porcentajes de decremento turbidimétricos cuando el

antibiótico era añadido a un inóculo bacteriano alto

(aproximadamente 5 x ío~ uf c/ml) en medio “completo” (30% de

opacidad). Se define CMAa la concentración mínima de antibiótico

que tiene un efecto antibacteriano en el anterior ensayo

descrito. La CMI turbidimétrica es definida como la menor

concentración de antibiótico que inhibe un aumento de densidad

óptica, cuando el antibiótico se añade a tiempo O a un inóculo

de aproximadamente 106 nCc /ml.

Para la determinación del efecto inóculo (estudio número 5)

se determinó la CMI por macrodilución en caldo a dos inóculos (5

x los y l0~ uf dm1), utilizando tanto Mueller-Hinton, como caldo

completo.

Los extractos crudos de betalactamasa para el estudio número

6 (susceptibilidad de CMX a betalactamasa de Bacteroides

frapilis) fueron obtenidos por ultrasonicación de suspensiones
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bacterianas (152) y concentradas cinco veces usando membranas

Amicom (Amicon Ltd. Stonehouse, Glosj. La posible caída de

antibiótico fue medida por HPLC en una mezcla conteniendo 0.8 ml

de solución antibiótica (6.5 mg/l) y 0.2 ml de extracto

enzimático crudo, para alcanzar una concentración final de 50

mg/l (140). También se obtuvieron por ultrasonicación los

extractos crudos de betalactamasas de las cepas de E.coli ATCC

25922 y E.coli S31 para estudiar la caída en la concentración de

betalactámicos por las betalactamasas de estas cepas (141), al

incubar (37~C) en proporción 1/1 soluciones acuosas (100 mcg/ml)

de los antibióticos (AMP, AZT, CPU, CFZ, CMX e IMP) con dichos

extractos.

Para estudiar la actividad bactericida en los experimentos

realizados con inóculo alto en el estudio de actividad

bacteriolítica (número 4), se tomaron alícuotas en los tiempos

0, 2, 5 y 20 horas postexposición al antibiótico para el recuento

de colonias usando el método “Spiral System”; asimismo para la

observación de cambios morfológicos microscópicos por microscopia

de interferencia de contraste (138) se tomaron alícuotas tras 1

h. postexposición.

También para la determinación de la actividad bactericida

y el efecto sobre la misma del suero humano (estudio número 8)

se construyeron curvas de muerte bacteriana en los medios de

cultivo (con y sin 10% de suero humano inactivado por calor: 55
0C/30 mm.) conteniendo 8, 4 y 2 mcg/ml, dando pases para

recuento a las 0, 6 y 24 horas. Los experimentos fueron

realizados por cuadruplicado a partir de un inóculo inicial de

5x106 ufc/ml. de E.coli ATCC 25922 y B.fraciilis ATCC 25285 (142).

Para estudiar la velocidad de actividad bactericida se

comparó la pendiente de la tangente a la curva de muerte

bacteriana construida entre las O y las 3 horas, en experimentos

realizados en caldo Mueller—Hinton con dos tamaños de inóculo

(io~ y 5 x lo’ ufc/ml), a concentraciones de 4 veces la CMI de

CTZ, CTX, CFX y CMX, y midiendo la viabilidad bacteriana a las
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1.5, 3, 6 y 24 horas (142b). También estos experimentos fueron

realizados por cuadruplicado.

La actividad frente a Bacteroides grupo fragilis (estudio

número 10) se determinó utilizando un inóculo de 10~ uf o/ml

aproximadamente.

Para la cuantificación del efecto postantibiótico (estudio

número 11) se utilizaron cultivos bacterianos de 10’ ufo/mí en

fase logarítmica de crecimiento, y se expusieron durante 1 hora

a diferentes concentraciones (CMI y 10 CMI) en agitación a 37 0C.

En el agente antimicrobiano se eliminé por dilución (158). Los

recuentos bacterianos se realizaron cada hora, cuantificándose

el PAE como la diferencia de tiempo entre cultivos problema y

controles para aumentar ambas poblaciones un logaritmo tras la

eliminación del antibiótico.

Para la cuantificación del consumo de CMX (estudio número

12) se incubaron en agitación a 370C los cultivos con 10’ ufo/mí,

a los que se añadía hasta concentraciones de 20 CMI de CMX para

E.coli AIIICC 25922 y 10 CHI para B.fragilis ATOC 25285 y el

cultivo mixto, extrayéndose durante 6 horas, cada hora, alícuotas

de 5 ml. Tras centrifugarse (2000 rpm/lS mm.) se cargaron 3

discos (Bacto concentration disk 1/2. Difco) a partir del

sobrenadante, y se enfrentaron por el método de difusión en agar

a E.coli ATCC 25922. Tras incubación de 10 a 20 horas se midieron

los halos de inhibición, que se interpolaron a una recta estándar

previamente construida para calcular las correspondiente

concentraciones. Cada uno de los ensayos se realizó por

triplicado.

En el estudio número 13 (interacciones “in vitro” con otros

antimicrobianos) las pruebas se realizaron en medio sólido por

diluciones a partir de una solución madre (256 mg/mí) de cada

antibiótico, con intervalos de concentraciones entre 0.06 y 128

mg/ml. Se utilizó un inóculo de io~ ufe de las distintas cepas,

el cual se inoculé con un replicador de Steers, estableciendo la
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concentración mínima inhibitoria para cada antibiótico (en

combinación) como la correspondiente a la placa con menor

concentración de dicho antibiótico y sin crecimiento visible. La

concentración fraccionaria inhibitoria fue obtenida por el

cociente de la CMI en combinación dividida por la CMI de cada

antibiótico aisladamente.

4.2. Modelo animal.

Para el modelo animal discriminativo (estudio número 9) se

utilizaron métodos descritos previamente (72) (159). Ratas Wistar

(180-200 gr.) fueron inoculadas intraperitonealmente con 2 x

ufc de E.coli ATCC 25922 en 5% de mucina gástrica porcina. Los

antibióticos a diferentes dosis se inyectaron intramuscularmente

30 mm. y 5 horas después de la inoculación microbiana. La

mortalidad de las mismas se evalué a las 24 y 48 horas. Los

niveles de antibiótico se determinaron 5, 15, 30 y 60 mm.

después de la primera dosis (73). Los experimentos fueron

realizados secuencialmente usando grupos de 40 ratas

simultáneamente, 20 tratadas y 20 control.

4.3. Ensayo Clínico Fase 1.

4.3.1. Farmacocinética (estudio número 14) y farmacodinamia

(estudio número 15).

— Diseño del estudio en voluntarios.

Se randomizaron seis voluntarios sanos en este estudio Fase

1 cruzado y simple—ciego. Tenían las siguientes características

(media ± SD): edad, 20 ± 1 años; altura, 181 ± 10 oms.; peso,

69.6 ± 10.9 kg. Todos ellos presentaban datos dentro de la

normalidad en la historia clínica, exploración física, análisis

de orina, bioquímica sérica, ionograma, recuento de células

sanguíneas y plaquetas y electrocardiograma (ECG).

El CMX fue administrado intravenosamente (en dosis únicas

de 1 y 2 gr.) después de un desayuno habitual entre las 9 y las
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10 a.m. Se respetó un intervalo de una semana como período de

lavado en cada una de las fases del estudio para cada uno de los

sujetos. Los voluntarios ingresaron en la Unidad de Farmacologí a

Clínica durante 24 horas en los dos días de estudio, durante los

que se practicaron ECG, tomas de tensión arterial y registro de

frecuencia cardiaca antes de la infusión, 1, 4, 8, 12 y 24 horas

después del comienzo de la infusión. Se utilizó un modelo 78352A

de Hewlett-Packard.

Los análisis de laboratorio se repitieron 7 días después de

que los voluntarios recibieran la segunda dosis de CMX. Para la

administración de CMX (Meiji Seika Ltd, Japón) el fármaco fue

disuelta en 10 ml de suero salino hasta un total de 50 ml y

entonces se administró por infusión de 15 mm. en una vena

periférica del brazo.

El protocolo del EC fue aprobado por el Comité de Ensayos

Clínicos del Hospital “La Paz” de Madrid. El consentimiento

informado fue obtenido por escrito en todos los voluntarios.

— Toma de muestras.

Se tomaron muestras sanguíneas de 6 ml para el análisis

farmacocinético antes de la infusión, al final de la misma y 0.5,

1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 12, 16, y 24 horas después. Fueron obtenidas

muestras sanguíneas adicionales (otros 6 ml procedentes de la

misma extracción) para la determinación de los poderes

bactericidas del suero en los tiempos reseñados con excepción de

las 2 y 4 horas postinfusión. El plasma fue usado para las

determinaciones HPLC; el suero fue separado por coagulación

espontánea y posterior centrifugación, utilizándose para las

determinaciones de bioensayo y PHS. Todas las muestras fueron

congeladas a —200C hasta su análisis.

- Nétodos analíticos.

Las CMIs y CMBs (tras 6 y 24 h. de incubación) reseñadas en

la tabla 5 se realizaron 5 veces para cada cepa de

enterobacteriaceas ATCC y B.fracuilis ATCC que aparecen en la
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tabla 4, tanto en caldo como en pool de suero humano al 50% en

caldo suplementado.

Los PBS para las cuatro cepas citadas fueron determinados

siguiendo métodos descritos previamente (154), usando para cada

sujeto caldo Mueller-Hinton (suplementado con Ca~4 y Mg~t) y

combinado (en proporción 1/1) con su propio suero sin inactivar

y obtenido antes de la infusión. La concentración final del suero

humano sin inactivar fue del 75% (25% de suero obtenido previo

a la infusión, 25% caldo de cultivo y 50% muestra sérica a

ensayar). Tras 6 y 24 h. de incubación se realizaron subcultivos

de las distintas diluciones a agar Mueller—Hinton, en el caso de

las bacterias facultativas, o agar Wilkins Chalgren, en el caso

de B.fractilis. El PES se definió como la dilución de la muestra

sérica problema capaz de producir la reducción del 99.9% del

inóculo inicial. El resultado del PBS fue expresado por el valor

del denominador de la dilución. El AUBC fue calculado por la

extrapolación de la recíproca de los PBS versus tiempo, usando

la regla trapezoidal para el cálculo de áreas.

Los niveles por el método microbiológico se determinaron por

difusión en agar utilizando B.subtilis ATCC 6633 (153). Muestras

duplicadas (20 mcl) fueron pipeteadas en filtros tipo Whatman de

8 mmde diámetro, que fueron situados en la superficie de placas,

inoculadas con la cepa lectora, e incubadas a 37 ~C — 18 h. Los

estándares fueron preparados en un pooí de suero normal obtenido

a partir de las nuestras tomadas antes de la administración de

CMX a los voluntarios. Las zonas de inhibición se enfrentaron a

la curva estándar de CMX (con 150, 75, 18.7 y 4.6 mcg/ml como

concentraciones de calibración). La reproductibilidad del método

fue de 2%, 6% y 4% para concentraciones de 1.5, 12.5 y 100

mcg/ml, respectivamente. El limite de detección fue de 0.5

mcg/ml.

La determinación de los niveles por HPLC fue realizada

mediante una modificación del método previamente descrito (153).

La cromatografía fue realizada a temperatura ambiental en un
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sistema Waters 600E Powerline con un inyector automático Wisp 700

(5 mcl de muestra fueron inyectados con un flujo de 1 mí/mm),

un detector 484 0V/VIS ajustado a una longitud de onda de 270 nm,

y una columna C—18 Novapack (Waters Associates, Inc., Milford,

Mass, USA). El ácido trimellítico fue utilizado como estándar

interno. La fase móvil consistió en un 2% de ácido

acético/metanol/acetonitrilo (en una proporción 92/5/3) ajustado

a pH 4. Los tiempos de retención, bajo estas condiciones, fueron

de 1.6 ±0.12 mm y 1.98 ± 0.2 mm para el estándar interno y

CMX, respectivamente.

Fueron preparadas y congeladas alícuotas de 4000 mcg/ml de

CMX con validate. Diariamente se hicieron diluciones de la

solución stock de 12.5 a 200 mcg/ml. Se añadió el estándar

interno a las muestras control y a las muestras séricas de los

voluntarios; la adición de un volumen igual al 6% de ácido

tricloroacético indujo la precipitación. Posteriormente las

muestras fueron centrifugadas y 5 mcl del sobrenadante inyectado

en la columna.

Tanto para el antibiótico como para el estándar interno las

curvas de calibración se dibujaron contrastando la concentración

de CMX con las áreas relativas bajo los picos cromatográficos.

El análisis de los datos cromatográficos fue realizado con una

estación de trabajo Waters Baseline 810 (Waters Associates Inc.,

Milford, Mass, USA). Se calculó la correlación entre las áreas

bajo los picos de CMX y ácido trimellitico, utilizándose para

determinar la concentración en la curva de calibración. La

reproductibilidad del método fue de 2.6%, 8% y 4.7% para las

concentraciones de 1.5, 15 y 150 mcg/ml, respectivamente. El

límite de detección fue de 0.1 mcg/ml.

Análisis farmacocinético: se analizaron las concentraciones

plasmáticas de CMX por HPLC versus tiempo para cada sujeto usando

un programa para datos farmacocinéticos y análisis (SIPHAR

Versión 4, Simed, Creteil, Francia). Las concentraciones medidas

encajaron en un modelo unicompartimental. Se determinaron los
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siguientes parámetros: concentración plasmática en el pico, Cmax

en mcg/ml; volumen de distribución, y en L/l.73 m2; volumen de

distribución en estado estacionario, Vss en L/l.73 m2;

aclaramiento, CL en mL/mm por 1.73 mZ; vida media, tl/2 en

horas; tiempo medio de residencia, MRTen horas; área bajo curva,

AUC en mcg.h/mL por 1.73 mt

4.3.2. Inmunomodulación.

Los PMN fueron obtenidos de los voluntarios sanos en

muestras sanguíneas adicionales (15 mi), previa administración

de CMX y a los 90 mm. Los PMN fueron aislados por métodos

previamente descritos (161).

Se calculó la curva de concentración plasmática versus

tiempo de las 0.5 a 1.5 h. (AUCO,.Oh), a partir de las

concentraciones determinadas en las muestras plasmáticas

obtenidas en ese intervalo de tiempo (final de la infusión, 0.5,

1 y 1.5 h.), para cada sujeto con un programa informático para

modelar y analizar datos farmacocinéticos (SIPHAR, Versión 4,

Simed, Creteil, France). Los datos farmacocinéticos se

relacionaron posteriormente con los indices fagocíticos, pre y

post administración de CMX, para establecer el efecto

inmunomodulatorio del antibiótico.

El efecto de CMX sobre la capacidad de adherencia de los PMN

a superficies plásticas o fibra de nylon se estudió por métodos

previamente descritos (155).

El estudio de la fagocitosis se efectuó sobre una cepa de

Candida albicans, sobre la que CMX no tiene actividad a

concentraciones fisiológicas. De esta forma, estudiamos el efecto

de CMXexclusivamente sobre los PMN, al excluir de los resultados

observados cualquier posible actividad de CMX sobre la diana de

los PMN.

El estudio sobre fagocitosis fue realizado como sigue: una
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suspensión de Candida albicans opsonizada fue añadida tanto a los

PMNobtenidos previa infusión de CMX como a los PMN tratados “in

vivo” con CMX, en una proporción 1/1 (levadura/PMN). La

suspensión fue incubada a 3rC—60 mm, y se añadió azul de

metileno (0.01%). El porcentaje de PMN con >1 levadura asociada

(adherida o ingerida) fue determinado por la observación

microscópica de 200 PMNs consecutivos. Las células fagocitadas

aparecían teñidas cuando carecían de viabilidad. Se estudiaron

4 índices: a) número de PMN—levaduras asociadas por 100 PMN; b)

eficacia de fagocitosis (número de levaduras fagocitadas por 100

PMN); c) eficacia microbicida (número de levaduras ingeridas

muertas por 100 PMN); d) poder microbicida (relación de levaduras

muertas respecto al total de levaduras ingeridas, vivas o

muertas). Cada uno de los ensayos se realizó por duplicado.

5. ANAILISIS ESTADÍSTICO

.

5.1. Efecto antibiótico sobre la masa bacteriana a lo largo del

tiempo.

Con respecto al estudio número 4 (actividad bacteriolítica)

se establecieron, tanto para los experimentos realizados cuando

el antibiótico se añadía a un inóculo bajo (3 x 106 ufc/ml) como

cuando se añadía a un inóculo alto (4 x lO~ ufc/ml, densidad

óptica 30%), los puntos definidos por el tiempo (11 tiempos: O

a 20 horas, a intervalos de 2 horas) y la densidad óptica

(correspondiente a cada tiempo) de los registros turbidimétricos.

Se realizó una comparación de medias de datos pareados.

El estudio se realiza para los 2 antibióticos que tengan

registro más próximo entre si, y produzcan un mayor descenso en

la masa bacteriana, ya que, de existir diferencias entre éstos,

también existirán entre el que produzca mayor decremento de masa

bacteriana a lo largo del tiempo y los demás.

Las concentraciones de antibiótico se miden en base CMI
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convencional, comparándose concentraciones de 0.5 y 1 CMI para

el inóculo bajo, y concentraciones de 2 CMI para inóculo alto.

5.2. Actividad bactericida.

Para el estudio de la magnitud de la actividad bactericida,

su velocidad de consecución, y el efecto del suero humano sobre

la misma (estudios números 7 y 8) se utilizó para los cálculos

el 1og10 del recuento de colonias viables. En el análisis

estadístico fue usado el test no paramétrico de Mann—Whitney.

Se consideró un descensosignificativo del inóculo inicial

(con independenciade su tamaño) al mayor o aproximadamenteigual

a 2.3 unidades logarítmicas (es decir, =200veces), en todos los

experimentos de viabilidad bacteriana a lo largo del tiempo.

5.3. Relación entre el decremento de mortalidad en el modelo

animal discriminativo y parámetros farmacocinéticos y

microbiológicos.

Se estudió para CMX, CFX y CTX. Se analizaron las relaciones

de las concentraciones inhibitorias (a dos inóculos, con el fin

de estudiar la influencia del efecto inóculo “in vivo”; y con

dos medios de cultivo, Mueller—Hinton y “completo”, con el fin

de estudiar la influencia del efecto osmolar), y concentraciones

líticas (30% y 75%), como valores numéricos de parámetros de

susceptibilidad “in vitro” (TSA), con pico sérico, AUC y duración

de los niveles de antibiótico (tanto en la fase beta y expresado

en unidades t112, como interdosis y expresado en horas de

antibiótico total o libre), como parámetros farmacocinéticos. La

CMB, al ser antibióticos bactericidas, presenta valores

semejantes a la CMI estándar, por lo que su estudio se puede

hacer concordante con el de la CMI estándar, en el caso de estos

tres antibióticos tratados.

El estudio se llevó a cabo de dos formas: estática y

dinámica. Como forma estática se estudió el grado de dispersión
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de los valores de cada relación de parámetro farmacocinético con

cada TSA, tomados dos a dos, para la dosis mínima que produjera

una mortalidad inferior al 5%. Como forma dinámica se estudió la

equiparación de las curvas construidas a partir de las

variaciones en el decremento de mortalidad y las relaciones

farmacocinéticas/TSA, con el incremento de las dosis. Se busca

la relación que produzca menor grado de dispersión de valores

para los antibióticos estudiados (estudio estático), o curvas

similares al incrementar la dosis (estudio dinámico), como la de

mayor valor predictivo de eficacia.

Se tomaron como puntos de mortalidad los obtenidos como

resultado del estudio número 9 (modelo animal discriminativo),

y se estableció el decremento de mortalidad para cada dosis de

cada antibiótico en comparación con el control (ausencia de

tratamiento antibiótico).

Se consideró dosis mínima efectiva aquella que produjese una

mortalidad =5%. Dosis superiores fueron consideradas como

productoras de mortalidad del 0% y dosis inferiores (en caso de

no realizarse) como productoras de mortalidad =25%(dentro del

intervalo de confianza), sobre la base de estudios previos con

la misma especie bacteriana (aunque distinta cepa) e idénticas

CMIs (tanto inóculo alto como bajo) (72).

En una primera fase se construyeron las curvas a partir de

los puntos “decremento de mortalidad” (abscisas) y niveles de

antibiótico (ordenadas). En una segunda fase se construyeron las

curvas de los índices terapéuticos a partir de la primera fase,

dividiendo los niveles de antibiótico (ordenadas) por los

resultados de los TSA (CMI en Mueller—Hinton y medio completo,

con dos inóculos, CLM 30%—75%).

Se determinó la relación entre el decremento de porcentaje

de mortalidad y los niveles, o indices terapéuticos, en su caso,

a partir de 10 puntos, reales o interpolados, asumiendo que

niveles intermedios para un antibiótico dado producirían una
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respuesta biológica de mortalidades intermedias.

Este mismo proceso se realizó para el estudio de la relación

de otros parámetros farmacocinéticos con los TSA (AUC y su

relación con las concentraciones inhibitorias y líticas, número

de t1~ que el antibiótico sobrepasa el nivel sérico determinado

por cada TSA, tiempo interdosis que el nivel sérico, total y

libre, sobrepasa cada TSA). Las AUCoIflfiflhtÓ (AUC) se calcularon

para cada dosis a partir de los datos experimentales del grupo

control (niveles tomados a los 5, 15, 30, 60 minutos de la

dosis). El tiempo de antibiótico, a partir del pico sérico (fase

beta), sobre cada TSA para cada dosis antibiótica se determinó

contrastando el valor de los mismos sobre la curva de la fase

beta sérica de cada antibiótico, construida a partir del dato

experimental pico sérico, y el dato previo de t11~ sé rico (beta),

para cada antibiótico en esta especie animal; para equiparar los

tres antibióticos, el tiempo se expresó en número de t,~,2 que el

fármaco supera cada TSA a partir del pico sérico. Para calcular

el tiempo que el nivel sérico interdosis supera el valor de cada

TEA, se añadió, a los tiempos calculados a partir del pico sérico

(fase beta), el tiempo sobre cada TEA en la fase alfa, calculado

a partir de las curvas farmacocinéticas construidas mediante los

datos experimentales del grupo control (tiempos de extracción:

5, 15 y 30 minutos). Para calcular el tiempo de antibiótico libre

sobre cada TEA se contrastaron éstos con las curvas construidas

a partir de los datos anteriores (fases alfa y beta) e

información previa sobre la unión a proteínas de cada antibiótico

en esta especie animal.

Posteriormente, y como en el caso del pico sérico, se

construyeron las curvas a partir de los puntos “decremento de

mortalidad” (abscisas) y AUC, o su relación con los distintos

TEA, número de t112 (beta) sobre cada TEA, o tiempo interdosis

sobre cada TSA (ordenadas). Se determinó la relación dinámica

entre el decremento de mortalidad (al incrementar las dosis) y

las razones de parámetros farmacocinéticos y TSA a partir de 10

puntos, reales o interpolados, asumiendo que niveles intermedios
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para un antibiótico dado producirían una respuesta biológica de

mortalidades intermedias.

Se compararon las relaciones medias obtenidas entre los 3

fármacos mediante análisis de la varianza, y comparación múltiple

de dichas medias mediante la prueba de Newman Keuls.

La relación de la razón “parámetro farmacocinético/TSA” con

“decremento de mortalidad” que equipare las tres curvas

construidas para CMX, CFX y CTX, o produzca una ausencia de

diferencias significativas entre ellas, será considerada como la

predictora de eficacia con mayor exactitud en este modelo animal

de respuesta dicotómica (ausencia o presencia de mortalidad),

desde el punto de vista dinámico. Desde el punto de vista

estático, la razón “parámetro farmacocinético/TSA” que presente

menor dispersión de valores para los tres antibióticos, con la

dosis mínima que produzca una mortalidad =5%, será considerada

como la predictora de eficacia con mayor exactitud.

5.4. EC en Fase 1.

5.4.1. Farmacocinética y farmacodinamia (estudios números 14 y

15).

Los tests de Student y de Mann-Whitney se utilizaron para

la comparación entre grupos (1 g. versus 2 gj. El test de

linearidad fue utilizado para ambas dosis.

Los niveles medidos por HPLC y los datos de PBS fueron

transformados logarítmicamente; la correlación para las

concentraciones medias y datos de PBS fue realizada usando un

análisis de regresión con el software statview graphics (Abacus

Conceps Inc, California, USA) para equipo Mackintosh. El análisis

de regresión también se realizó para las concentraciones por

bioensayo y HPLC.

Para analizar la relación potencial entre los PBSs,
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concentracionesplasmáticas y parámetros de susceptibilidad (CMI,

CMBS~. y CMB), un valor para el PES =8 fue considerado

significativo (113) y adecuado para los niveles en el valle

(154). Como la actividad bacteriostática o bactericida de una

muestra sérica puede esperarse cuando los niveles de antibiótico

excedan la CMI o la CMB de la cepa probada, se contó para cada

cepa (con respecto a los niveles HPLC de CMX) el número de

muestras con PES =8y concentración antibiótica superior a cada

parámetro de susceptibilidad “in vitro”, junto con aquéllas con

PES < 8 y concentración antibiótica menor que cada parámetro de

susceptibilidad “in vitro”. Entonces se comparó para cada cepa

el porcentaje de muestras séricas que cumplían las anteriores

condiciones con respecto a la CMI, CMBEh y CMB, con el fin de

averiguar cuál de estos parámetros se relaciona mejor con valores

de PBS < ó =8.

5.4.2. Inmunomodulación (estudio número 16).

Con respecto a los indices reseñados en el apartado métodos

estudiamos:

— Comparación de porcentajes medios con respecto al control

(muestras plasmáticas previas a la infusión del antibiótico) de

cada grupo (1 g. y 2 g.): test de Student para muestras

independientes.

— Comparación de valores medios absolutos entre los 3 grupos

establecidos (control, 1 g. y 2 g.): t de Student para muestras

independientes.

— Efecto de los niveles a tiempo O y 90 mm. y AUCO.1.5~ sobre la

adhesión media de candidas y PMN: correlación lineal de Pearson

y ajuste de regresión.

- Relación entre nivel T=0 y AUCO~Sh y nivel T=1.30h. y AUC0.1•5

~• correlación lineal de Pearson y ajuste de regresión.

Se consideró estadisticamente significativo p<0.05 y

Beta=0.2, para todas las pruebas estadísticas.
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En el material y métodos se ordenaron los estudios partiendo

de los dos parámetros fundamentales cuando se planifica el

desarrollo postoxicológico y preterapéutico de un antibiótico:

centros donde se realizan los distintos estudios e investigadores

que participan en los mismos.

Debido a la interrelación que existe entre los diversos

estudios y a la creciente complejidad que sigue la investigación

de aspectos biológicos de un nuevo fármaco, los resultados se

ordenarán desde el cribaje de actividad, pasando por el estudio

de otras facetas de dicha actividad, hasta su actividad ‘Un vivo”

(modelo animal) y su posible predicción, para acabar con sus

efectos en humanos (voluntarios sanos), donde finaliza el

desarrollo preterapéutico.

1. ACTIVIDAD BACTERIOSTÁTICA

.

En la tabla 8 se reseña la actividad de CMX frente a

distintos aislamientos bacterianos [esta tabla está tomada del

poster presentado por Martínez Beltrán et al. en el XXX ICAAC

(Atlanta, 1990) (137)].

El CMX inhibe el 90% de las cepas de E.coli, Ríebsiella, t
mirabilis y Salmonella a concentraciones =0.5 mcg/ml. Su

actividad bacteriostática es 4 a 16 veces mayor que la de CFX,

pero menor que las cefalosporinas de 3~ generación desde el punto

de vista inhibitorio.

Esta actividad parece no afectada por la presencia en estas

especies bacterianas de las nuevas betalactamasas de amplio

espectro (TEM—3,4,6,8,9, SHV—2, o CAZ-l,2), y cuando se estudió

este efecto al añadir resistencia de permeabilidad en mutantes

OmpF de E.coli portadoras de estas betalactamasas la CMI aumentó

de 2 a 4 veces (137), dentro del rango de sensibilidad.

No pueden considerarse susceptibles a CMX gram negativos no
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fermentadores ni enterobacteriaceas pertenecientes a los géneros

Enterobacter, Citrobacter y Serratia

.

En este estudio la CMI~ para Bacteroides frapilis resultó

de 2 mcg/ml, 4 a 16 veces más activo que CFX y CTT.

Con respecto al Bacteroides grupo fragilis (estudio número

10), CMX presentó una CM150 de 4 mcg/ml versus CFX que presentó

una CMI~, de 32 xncg/ml (Tabla 9). Considerando un “breakpoint” de

16 mcg/ml, el 50% de las cepas resistentes a CFX son sensibles

a CMX. No se presentaron resistencias al metronidazol y un 36%

a clindamicina (tomando un “breakpoint” de 8 mgc/ml).

Al estudiar la interacción de CMX con otros antibióticos

(estudio número 13), sobre distintas cepas bacterianas (tabla

10), se demuestra indiferencia con CTD en el 100% de los casos,

y sinergismo con AMK en el 93% de los casos (indiferencia en el

resto), frente a los aislados de enterobacteriaceas.

En la tabla 11 se presentan parámetros de susceptibilidad

‘Un vitro” (CMI a distintos inóculos, en caldo Mueller—Hinton o

medio completo, CMBs tras 6 y 24 horas de incubación, y distintas

CLMs según el porcentaje de decremento en densidad óptica),

tomados de los estudios números 4, 5, 7 y 8, frente a cepas

control A’rCC. Como vemos, las cefamicinas, a diferencia de otros

antibióticos, no varían su CMI al variar el inóculo. Es decir,

la actividad inhibitoria no está influida por la variación del

tamaño del inóculo.

2. ACTIVIDAD BACTERICIDA

.

En la tabla 11 se expresan las CMBs tras 6 y 24 horas de

incubación de las cepas ATCC.
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2.1. Modulación por el tamaño del inóculo.

Se tomó como variable de eficacia la disminución mayor o

igual a 2.3 unidades logarítmicas del inóculo inicial empleado.

El motivo de esta elección es equiparar esta definición con la

de efecto inóculo (variación significativa de la CMI, =4veces,

al variar el inóculo aproximadamente 2.3 unidades logarítmicas),

ya que se realizaron experimentos de viabilidad a distintos

inóculos.

En los experimentos turbidimétricos realizados en el estudio

número 4 se utilizaron cultivos en medio completo. En estos

cultivos, cuando se añadieron los antibióticos a una densidad

óptica del 30% (inóculo de aproximadamente 5 x 10~ uf c/ml),

también se tomaron alícuotas a los tiempos 0, 2, 5 y 20 horas,

tras la adición antibiótica, para los recuentos de colonias

utilizando “Spiral System”. En el gráfico 1 vemos dichos

recuentos para CMX, CFX y CTZ.

Al relacionar estos datos con los de la tabla 11 se observa

que para obtener descensos significativos en los recuentos

(mayores o iguales a 2.3 log., es decir mayor o igual a 200 veces

con respecto al inóculo inicial), a las 2, 5 y 20 horas, es

necesario superar de 2 a 4 veces la CMIT, en el caso de los

fármacos que no presentan efecto inóculo (2 para CMX y 4 para

CFX), a diferencia del que lo presenta (arz) para el que es

necesario alcanzar una concentración de 16 veces la CMIT. Si

llevamos a cabo el ejercicio con CMI realizadas en medio completo

a ambos inóculos (l0~, lo~ ufc/ml), se observa que el efecto

definido sucede con concentraciones de antibiótico próximas al

valor de la CMI,<~10 (de 0.5 a 2 CMI~~,j, para los 3 antibióticos.

Excluir la osmolaridad del medio, al utilizar un medio completo,

tiene relevancia en el caso de CPX, ya que las CMI realizadas en

medio completo o Mueller—Hinton no sufren variación para CTZ y

CMX, pero sí para CFX (8 versus 2 mcg/ml).

Si se toma la CMI convencional es necesario superarla en 2
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veces para obtener el efecto definido en el caso CMX, 8 en el

caso CFX y 16 en el caso CTZ. De cualquier forma, parece que el

mejor predictor del descenso significativo del recuento de

colonias, a partir de un inóculo alto, es la CMI~
010, cuando las

curvas de muerte bacteriana se realizan en medio completo, con

independencia del antibiótico que se ha probado.

CMX no presenta efecto inóculo ni efecto osmolar. CFX no

presenta efecto inóculo, pero si efecto osmolar. CTZ presenta

efecto inóculo pero no efecto osmolar. En los experimentos

turbidimétricos a partir de los cuales se realizaron los contajes

bacterianos a distintos tiempos, el efecto del antibiótico sobre

la disminución de ufc/ml a lo largo del tiempo está modulado por

el efecto inóculo, ya que al determinar las CMI en medio

completo, y al realizar la actividad bactericida a partir de

inóculos iniciales altos y en medio completo, excluimos el factor

osmolaridad.

2.2. Modulación por la osuolaridad ambiental.

Veamos la influencia del factor osmolaridad, al realizar las

curvas de muerte bacteriana en caldo Mueller—Hinton, a partir de

inóculos de aproximadamente 5 x lO~ ufc/ml. Estudiamos la

disminución del inóculo inicial, para E.coli ATCC 25922, tras 6

y 24 horas de exposición. En este estudio <número 7) (142), todos

los recuentos fueron <1 log. a las 24 horas sobre E.coli, ya que

todos los fármacos estudiados son tradicionalmente considerados

bactericidas. En la tabla 12 (concentraciones de 2, 4 y 8 mcg/ml)

y en el gráfico 2 (concentraciones de 2 y 4 mcg/ml) se observan,

respectivamente, los resultados de los recuentos bacterianos y

las curvas de Tnuerte bacteriana, estudiando en esta sección las

realizadas en ausencia de suero humano. En la tabla 13 se

muestran las CMI realizadas con inóculo estándar en caldo

Mueller—Hinton y medio completo, así como los decrementos

absolutos y en unidades logarítmicas de la viabilidad bacteriana

tras 6 horas de incubación, con 8, 4 y 2 mcg/ml de los

antibióticos estudiados, de un inóculo inicial de 5 x l0~ ufo/ní.
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Si definimos como un efecto osmolar significativo el

incremento mayor o igual a 4 veces el valor de la CMI al

realizarse en medio completo, con respecto a la estándar,

observamos un efecto osmolar significativo en CFX y CTX, y

ausencia del mismo en CTZ, CMX e IMP.

Los fármacos que presentan un efecto osmolar (CFX y CTX)

producen un decremento del inóculo inicial de 1000 veces para las

concentraciones de 8 y 4 y de 100 veces para la concentración de

2; mientras que los antibióticos que no presentan este efecto

producen un decremento del orden de 10000 veces con independencia

de la concentración ensayada.

Así, en el gráfico 2 observamos las curvas de muerte

bacteriana para las concentraciones de 2 y 4 mcg/ml de los

distintos antibióticos frente al E.coli ATCC 25922. Las

diferencias en los recuentos bacterianos a las 6 horas son

estadísticamente significativas (p<0.05) entre los fármacos que

no presentan efecto osmolar (CTZ y CMX) y los que sí lo presentan

(CTX y CFX), tomados das a dos, con independencia de la

generación cefalosporinica a la que pertenezcan y la presencia

de efecto inóculo, para las concentraciones de 2 y 4 mcg/ml. Sin

embargo, este hecho desaparece a la concentración de 8 mcg/ml

para todos los pares de antibiótico, excepto para las

cefalosporinas de r generación (CTZ vs CTX). Parece ser que el

efecto osmolar disminuye en su intensidad al incrementarse la

concentración. Incluso para las cefalosporinas de 3~ generación,

las comparaciones CTZ vs CTX presentan una mayor significación

estadística (p < 0.001) para las concentraciones de 2 y 4 mcg/ml,

que para la de 8 mcg/ml (p < 0.01).

Las diferencias de los antibióticos tomados dos a dos no

variaron con la adición de suero humano al 10%. IMP no presenta

efecto osmolar y se comportó como tal, al igual que CTZ y CMX

presenta diferencias significativas con los antibióticos cuya

acción queda influenciada por la osmnolaridad ambiental (CTX y
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CFX).

Al comparar las cefalosporinas de 3~ generación (CTZ y CTX),

que presentan efecto inóculo, observamos que el fármaco que no

presenta efecto osmolar (CTZ) produce una disminución del inóculo

inicial 30 veces superior para las concentraciones de 2 y 4

mcg/ml y 25 veces superior para la de 8 mcg/ml, que el fármaco

que lo presenta (CTX).

Cuando estudiamos las cefamicinas, podemos comparar CFX y

CMX ya que ambas carecen de efecto inóculo, pero CFX presenta

efecto osmolar y CMX no. CMX produce una disminución del inóculo

inicial de 32, 25 y 7.5 veces mayor a CFX en concentraciones de

2, 4 y 8 mcg/ml, respectivamente. Nuevamente, parece ser que el

efecto osmolar disminuye su intensidad al aumentar la

concentración antibiótica. Si expresamos las concentraciones

antibióticas en unidades CMIMC para estos dos antibióticos,

observamos que disminuciones de orden >1000 veces (3.6 y 3.9,

unidades logarítmicas para CFX y CMX, respectivamente), del

inóculo inicial, se consiguen a concentraciones peri—CMI;

mientras que a concentraciones correspondientes a la CMI

realizada en caldo Mueller—Hinton, incluso con inóculo alto (2

mcg/ml para ambos antibióticos) se consiguen disminuciones del

orden de las centenas para CPX (250 veces) y de los millares para

CMX (8000 veces).

Cabe destacar la influencia del efecto inóculo en la

actividad bactericida (al excluir el factor osmolaridad al

utilizar medio completo e inóculo alto en la determinación de la

CMI y en la realización de las curvas de muerte bacteriana) y la

influencia del efecto osmolar en dicha actividad (al excluir el

efecto inóculo al realizar el experimento sobre un inóculo fijo —

5 x 10’ ufc/ml—, en medio habitual no “fisiológico”, sobre

fármacos que no presentan efecto inóculo: CFX y CMX). Por ello,

parece más predictiva de la actividad bactericida, medida como

decremento de la viabilidad bacteriana, la CMI realizada de forma

que tenga en cuenta ambos efectos (inóculo y osmolar), es decir,
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la CHINCIO.

2.3. Velocidad de acción bactericida.

En el gráfico 3 se muestran las curvas de muerte bacteriana

sobre E.coli ATCC 25922, de CTZ, CTX, CMX y CFX, a

concentraciones de 4 CMI, y sobre inóculos iniciales de 5 x i0~

y ío~ ufc/ml., en caldo Mueller—Hinton. En la tabla 14 se

muestran las tasas de muerte bacteriana entre O y 3 horas como

expresión de la velocidad de acción bactericida. Se define la

tasa de muerte entre O y 3 horas como: (log uf c a t3h — log uf c

a t0~) / t~ — t~. Podemos observar la influencia del efecto

inóculo sobre la actividad bactericida mediante la comparación

de las tasas de muerte (entre O y 3 h) entre fármacos que poseen

efecto inóculo (CTX y CTZ) y fármacos que carecen de él (CMX y

CFX). Los fármacos que no presentan efecto inóculo, muestran una

tangente a la curva (establecida entre los puntos temporales O

y 3 horas) con un ángulo (con respecto al eje de ordenadas)

significativamente menor que los fármacos que sí lo presentan.

Así, encontramos diferencias significativas entre las tasas de

muerte bacteriana conseguidas a partir de inóculo inicial alto

y las resultantes de inóculo inicial estándar para los fármacos

que poseen efecto inóculo (CTX y CTZ), pero no para los que no

lo presentan (CFX y CMX).

Con respecto a la medición del efecto en unidades tiempo,

un decremento significativo (al menos 2.3 log.) del inóculo

inicial de 5 x ío
5 uf c/ml. se consigue a las 3 horas de

incubación con los antibióticos que no presentan efecto inóculo

(CMX y CFX), a concentraciones de 4 CMI. En las mismas

condiciones, y para conseguir el mismo objetivo, es necesario un

tiempo mayor (más de 6 horas) para las cefalosporinas que

presentan efecto inóculo. Son necesarios unos tiempos similares

para disminuir en la misma magnitud el inóculo inicial de 10

ufc/ml.

Como parte del experimento número 4 estudiarnos la modulación
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de la actividad bactericida por el efecto inóculo, sobre un

ináculo inicial alto (similar a los que ocurren “in vivo”) y en

medio “fisiológico” (medio completo para excluir el efecto

osmolar). La CHInac resulté más predictiva de la actividad

bactericida. Lógicamente, la concentración antibiótica debía

superar un menor número de veces la CMIMC para los fármacos que

no presentaban efecto inóculo. Este hecho también ocurría al

tomar como unidad de medida la CMI convencional, indicando un

mayor peso especifico del efecto inóculo (versus efecto osmolar

sobre la actividad bactericida).

Concatenando los distintos experimentos, observamos que

expresando las concentraciones en unidades CMI, los fármacos que

carecen de efecto inóculo no sólo necesitan una concentración

menor para obtener un decremento significativo <de al menos 200

veces) del inóculo inicial estándar, sino que éste descenso es

obtenido, además, en un tiempo inferior.

El efecto inóculo tiene una influencia directa sobre la

actividad bactericida de los fármacos estudiados, tanto desde el

punto de vista de la magnitud de la misma como de la rapidez de

su consecución, con independencia del inóculo inicial empleado.

2.4. Efecto del suero humano en la actividad bactericida.

En el estudio número 8 estudiamos el efecto del suero humano

en la actividad bactericida de concentraciones de 2, 4 y 8 rncg/ml

de CTZ, CTX, CFX, CMX e IMP sobre un ¡nóculo inicial de 5 x 10’

de f~~j ATOO 25922 6 B.frapilis ATOO 25285, tras E y 24 horas

de incubación.

En la tabla 12 observamos la ausencia significativa del

efecto del 10% de suero humano en la actividad bactericida de los

distintos betalactámicos frente a E.coli ATOO 25922.

En la tabla 15 se observan los recuentos bacterianos tras

6 y 24 horas de incubación de 8 mcg/ml de los distintos
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betalactámicos frente a ~Jr~atUa ATOO25285, tanto en presencia

como en ausencia de suero humano. El efecto de las

concentraciones, con y sin 10% de suero humano, de 2 y 4 mcg/ml,

frente a E.coli ATOO 25922, se representa en el gráfico 2; el

efecto de la concentración de 8 mcg/ml (con y sin 10% de suero

humano), frente a E.coli ATOO 25922 y B.fraailis ATOO 25285, se

representa en el gráfico 4.

A diferencia del efecto del suero humano en la actividad

bactericida de los betalactámicos sobre E.coli ATOO25922, en el

caso de CMX frente a B.~trAgi1j.,~ ATCO 25285 existe una actividad

bactericida significativamente más alta de CMX en presencia de

suero humano, aunque este hecho no ocurre con el resto de los

antibióticos ensayados. Este aumento de actividad bactericida de

CMX en presencia de suero humano, tras 6 y 24 horas de

exposición, es estadísticamente significativo (p<0.05) a la

concentración de 8 mcg/ml (142), a diferencia de concentraciones

inferiores (2 y 4 mcg/nil). Este hecho hace pensar que el efecto

del suero humano sobre la actividad bactericida de CMX es

concentración dependiente, con respecto al antibiótico.

2.5. Efecto postantibiótico.

En el estudio número 11 aplicamos experimentos de viabilidad

bacteriana para la determinación del efecto postantibiótico

(diferencia de tiempo, entre cultivos tratados y controles,

necesario para aumentar las poblaciones bacterianas en 1 log.,

después de la eliminación del antibiótico tras 1 hora de

exposición a 1 y 10 CMI). Las cinéticas de muerte bacteriana y

crecimiento se realizaron sobre cultivos puros de E.coli y

L~iar~iaa, y mixtos de L~gfl y B.fraailis. En la tabla 16 se

presentan las CMI a CMX del $~j¿r~u~, y LsQlj—B.fraailis, tanto

aisladamente como en conjunto. En la misma tabla se presentan los

valores de los PAEs expresados en horas.

Considerando un PAE significativo superior a 1 hora, sólo

puede considerarse valorable frente a $...j¿r~ia~ y Lg~li a
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concentraciones de 10 CMI y B.fraailis a partir de 30 CMI.

CMX, como la mayoría de los betalactámicos, no presenta PAEs

significativos, si tenemos en cuenta, como veremos, las

concentraciones séricas conseguidas en voluntarios sanos.

3 • ACTIVIDAD BACTERIOLITICA

.

El estudio número 4 consistió en la determinación de la

respuesta turbidimétrica y morfológica <además de bactericida,

como ya se ha visto) de inóculos altos de L.~li a CMX, CFX, CTZ,

CTX e IMP (138) (139).

En el gráfico 5 se representan las respuestas

turbidimétricas del ~ ATOO 25922 en medio completo, tanto

cuando el antibiótico era añadido a tiempo O (parte izquierda del

gráfico) como cuando lo era en la fase logarítmica de crecimiento

(opacidad del 30%, inóculo alto) (parte derecha del gráfico).

Estas figuras están tomadas del póster indicado en la cita

bibliográfica 139 ó del trabajo referenciado en la 138.

En la tabla 11 se reseñan las CMAs y OMIs turbidimétricas

de los distintos antibióticos, tomadas del gráfico 5 izquierda.

En la tabla 17 se muestra el tanto por ciento de reducción en la

densidad óptica (con respecto a la curva normal de crecimiento)

con distintos niveles de antibiótico, cuando éste se añadió al

30% de opacidad; esta tabla está tomada del gráfico 5 derecha y

de otros registros turbidimétricos aportados por eJ. estudio

número 4. Establecemos el valor del decremento de densidad óptica

conseguida para un nivel antibiótico determinado para distintos

intervalos: 15% <lO%—20%), 30% <25%—35%), 45% (40%—50%), 60%

(55%—65%), 75% (70%—8O%) y 90% (85%—95%), a partir de la tabla

17. Definimos una CL>! determinada como la concentración que

consigue una disminución de la densidad óptica <bacteriolisis)

de al menos el valor expresado en su subíndice. En la tabla 18

se muestran las CLMs, de CLM,5 a CU4,O. Cuando dos concentraciones
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sucesivas de las mostradas en la tabla 17 consiguen un mismo

decremento de turbidez se considera el modelo saturado y la

imposibilidad de alcanzar una mayor bacteriolisis (disminución

de densidad óptica).

observamos que las cefalosporinas de 3’ generación y el IMP

tienen un límite de acción bacteriolítca, dentro del rango de

concentraciones experimentadas. No es posible, para estos

fármacos, conseguir una disminución de la densidad óptica

superior a aproximadamente el 75%, por lo cual no presentan

valores para la CLM,,.

En la predicción de la magnitud de bacteriolisis observamos

nuevamente la necesidad de aproximación, para la consecución de

decrementos de densidades ópticas similares o superiores al 75%,

a la OMIMOZO, para todos los fármacos ensayados. Esto es debido,

en las cefalosporinas de 3~ generación, al aumento de la CMI

convencional al incrementar el inóculo (efecto inóculo); y al

aumento, con respecto a la CMI convencional, de la CMI~ al

excluir el factor osmolaridad (efecto osmolar en la

bacteriolisis) en el caso de CFX. Lógicamente, las CMI a

distintos inóculos, en medio convencional o en medio completo,

presentan un mismo nivel de predicción de la CLM,5 en el caso de

CMX, ya que presentan un mismo valor al carecer este fármaco de

efecto inóculo y efecto osmolar.

Al estudiar el efecto antibiótico sobre la biomasa

bacteriana a lo largo del tiempo, y a partir de un inóculo

inicial alto, podemos observar, en el gráfico 5 (parte derecha),

la ausencia de disminución significativa en la densidad óptica

con las cefalosporinas de 3~ generación a concentraciones iguales

o inferiores a 4 CMI. Este hecho no ocurre con las cefamicinas

que carecen de efecto inóculo.

En otro intento de estudiar el efecto osmolar, comparamos

la disminución de la biomasa a lo largo del tiempo para las dos

cefamicinas que presentan una OHI~Q (para descartar el efecto
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inóculo) de idéntico valor: 2 mcg/ml. CMX obtiene disminución

máxima y similar de la biomasa a partir de concentraciones

mayores o iguales a la CHI. Las disminuciones significativas de

CFX se obtienen a partir de concentraciones de 2 CMI. A esta

última concentración CMX produce un decremento de la biomasa

significativamente mayor (p<0.O0l) que CPX (60.9% * 33.2% vs

42.6% ±26%). CFX presenta efecto osmolar, y cuando se realiza

la CMI en medio completo (para evitar la influencia del factor

osmolaridad) resulta un valor de 8 mcg/ml, concentración igual

a la mínima necesaria para conseguir el máximo decremento de la

biomasa a lo largo del tiempo.

Con las cefalosporinas de 34 generación (presentan efecto

inóculo), CTZ no presenta efecto osmolar y si CTX (CMI en medio

completo igual a 4 veces CMI convencional). Parece ser que el

efecto osmolar también se manifiesta en este grupo de fármacos

ya que en el caso de CTX es necesario superar 33 y 66 veces la

CMI convencional para la consecución de la CLM,0~ y CLM753,

respectivamente, mientras que en el caso de ~Z estas CLMs se

consiguen con niveles de 8 y 16 veces la CMI.

La influencia del efecto inóculo sobre la disminución de la

biomasa a lo largo del tiempo es patente ya que CTZ, CTX e IMP

presentan efecto inóculo, y existen diferencias significativas

(pcO.001) entre CMX (ausencia de ambos efectos) y estas

cefalosporinas de 3’ generación con respecto a los decrementos

temporales de densidad óptica con concentraciones antibióticas

de 1 a 4 CMI.

Nuevamente, y para evitar en lo posible los efectos inóculo

y osmolar, cuando se realiza la CMI con inóculo alto y en medio

completo el valor resultante es más predictivo del decremento de

la biomasa bacteriana a lo largo del tiempo para los fármacos

ensayados. Los registros turbidimétricos realizados para el

estudio número 4 muestran la necesidad de concentraciones peri—
0>!1M010 para obtener variaciones turbidimétricas significativas.

80



4. EFECTO DE CONCEMTRACIOMESSUBINHIBITORIAS -

En la tabla 13. se representan las CHA para los antibióticos

estudiados. Para todos los antibióticos estudiados la CHA oscilé

entre 1/2 y 1/4 de CMI.

Al añadir el antibiótico a tiempo O en los experimentos

turbidimétricos en medio completo, observamos también diferencias

estadísticamente significativas (pc0.05) entre los registros de

CMXy CFX a concentraciones de 0.5 CMI (47% ±38% vs 19.7% ±13%)

y 1 CMI (74.5% ±37.3% Vs 40.1% ±36.2%) cuando ésta se realiza

por metodología convencional, desapareciendo las diferencias a

concentraciones de 0.5 y 1 CMI~,. Esto parece indicar la

influencia del efecto osmolar sobre la cinética de crecimiento

bacteriano a lo largo del tiempo cuando se parte de inóculos

estándar. Con respecto a las cefalosporinas de 2’ generación las

diferencias existentes (p<0.05) entre CTX y CTZ a concentraciones

de 1 CMI se soslayan al utilizar unidades CMINC.

Como conclusión cabe resaltar la influencia del efecto

inóculo y el efecto osmolar en la actividad lítica de las

cefalosporinas sobre inóculos altos, y la influencia del efecto

osmolar sobre la cinética del crecimiento bacteriano de un

inóculo estándar.

5. EFECTOS MORFOLÓGICOS CELULARES

.

En los experimentos turbidimétricos con inóculo alto se

tomaron muestras para su observación microscópica a 1 hora de la

adición de antibiótico (138). Cuando se añadió el antibiótico a

concentraciones peri—CHI (realizada en medio completo) al cultivo

en fase logarítmica, CMX y CPX revelaron formación de

esferoplastos, mientras que cefalosporinas de 2’ generación

produjeron filamentos con concentraciones de 1—4 CMI. IMP mostró

un redondeamiento celular progresivo con posterior lisis.

81



En la tabla 19 se expresan los recuentos bacterianos y la

densidad óptica a lo largo del tiempo, y con distintas

concentraciones (expresadas en unidades peso/volumen y unidades

CMI), obtenidos de los registros turbidimétricos y registros de

viabilidad del estudio número 4. El tiempo está contabilizado a

partir de la adici6n del antibiótico (t=O horas).

Una manera de estudiar el efecto morfológico de la

exposición antibiótica es comparar la biomasa con la viabilidad,

obteniendo una aproximación a la tasa de biomasa (densidad

óptica) correspondiente a 1 uf c.

En los experimentos de microscopia se observaba

filamentación para las cefalosporinas de 3~ generación a

concentraciones de 1—4 CMI. Así, con CTZ, tras exposición

antibiótica de 2 a 5 horas a concentraciones de 1-4 CMI, se

obtiene un decremento de 0% en la densidad óptica junto con una

disminución superior al 99% en la viabilidad. La ausencia de

disminución en la masa bacteriana unida a la disminución de ufc

implica una mayor masa por unidad celular, lo cual es compatible

con filamentación observada por microscopia. Este hecho no ocurre

con las cefamicinas, de tal forma que a concentraciones de 1—4

CMI existe una disminución patente de la biomasa (89% para CMX

y al menos 67% para CFX), al igual que en la viabilidad (>97%).

En la tabla 20 observamos la biomasa que corresponde a los

recuentos bacterianos obtenidos tras exposición a concentraciones

antibióticas de 0-16 CMI, hasta la saturación del modelo. No se

expresan recuentos menores de 4 x ío5, ya que no se consiguió

disminuir el número de uf c/ml por debajo de 10’ en ninguno de los

antibióticos estudiados tras 5 horas de exposición (aunque a 4

CMI para CMXy 8 CMI para CFX los recuentos estuvieron por debajo

del limite de detección, a t=20 h.; este hecho no se consiguió

con CTZ a 16 CMI) (gráfico 1).

De los registros de densidad óptica y recuentos bacterianos

concluimos una mayor acción a las 5 h. de exposición sobre la
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biomasa y la viabilidad de las cefamicinas versus CTZ, con

concentraciones de 0.5—8 CMI. Con respecto a la comparación

intragrupo en las cefamicinas cabe resaltar la misma conclusión:

mayor actividad sobre estos dos parámetros de CMX en

concentraciones de 0—4 CMI. Estas diferencias se hacen mucho más

patentes cuando las concentraciones antibióticas se presentan en

unidades peso/volumen, ya que se consiguen mayores efectos sobre

ambos parámetros con 2 mcg/ml de CMX que con concentraciones

mayores de CFX.

Observamos para un recuento de viabilidad determinado, y

situado en el rango 4 x 10’ y 4 x lO’ ufc/ml, una mayor tasa de

densidad óptica (biomasa) para la cefalosporina de 3’ generación.

Este hecho vuelve a indicar un incremento de la masa por uf c,

ante una mayor biomasa para un valor dado de viabilidad, para

CTZ.

A concentraciones subinhibitorias, como se observa en la

tabla 19, CMXya ejerce un efecto sobre la biomasa, a diferencia

de CFX y CTZ. A concentraciones de la CMI, y tras 2 y 5 horas de

exposición, obtenemos densidades ópticas de 10% y 30% para CMX

y CFX, respectivamente, con viabilidades de 10’ ufc/ml para CMX

y lo’ ufc/ml (2 h.) ó 10’ ufc/ml (5 h.) para CFX, es decir, tras

2 ti. de exposición se consigue una reducción del 89% en la

biomasa y de 300 veces en la viabilidad con respecto a control

para CMXversus el 67% en la biomasa y 10 veces en la viabilidad

con respecto a control para CFX. Todo ello parece indicar un

mayor efecto de CMX sobre la biomasa, efecto que se mantiene a

concentraciones superiores (2, 4 y 8 CMI).

El efecto precoz y más intenso (a concentraciones más bajas)

de CMX sobre la biomasa es debido al efecto más precoz sobre la

viabilidad (a concentraciones menores), por una parte, y al

efecto morfológico (menor densidad óptica para un mismo recuento

bacteriano: lisis precoz), por otra.

Como conclusión cabe destacar un efecto lítico mayor que el
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control CFX para una misma concentración en términos CMI, a

concentraciones peri—CHI (incluso a concentraciones de 0.5 CMI),

y una ausencia de filamentación en contraposición al control CTZ.

6. CONSUMO“IR VITRO” DE ANTIBIÓTICO

.

El aclaramiento de antibiótico en el foco de infección puede

deberse a tres factores: a. farmacocinética (aclaramiento del

fármaco por eliminación del mismo del organismo, o por su

metabolismo); b. consumo del antibiótico en su acción

antibacteriana, antes de la llegada de nuevas cantidades de

fármaco por la administración de una nueva dosis; o.

susceptibilidad del antibiótico (degradación del mismo) debido

a las defensas enzimáticas bacterianas. En este apartado

describimos los resultados de b y o.

En el estudio número 12 se evalúa el consumo “in vitro” de

CMX frente a cultivos mixtos de L.~QiI ATCC 25922 y ~JragtIi&
ATOO 25285, versus los cultivos monobacterianos por separado

(143), durante 6 horas de exposición al antibiótico. La CMI y la

CMB para el cultivo mixto fue de 2 mcg/ml. En el gráfico 6 se

observan los consumos a lo largo del tiempo. No hubo inactivación

o consumo de antimicrobiano durante las 6 horas de duración del

experimento, y las concentraciones se mantuvieron estables para

los tres cultivos ensayados (143).

Con respecto a la posibilidad de hidrólisis lenta por

betalactamasas cromosónjicas, que poseen virtualmente todas las

cepas de E.coli, se estudió el efecto de extractos crudos

obtenidos por sonicación de L~¡i ATOO 25922 y E.coli S31,

frente a soluciones acuosas (100 mcg/ml) de los distintos

antimicrobianos (141). CTZ fue hidrolizado a las 24 h. AMP y CMX

mantuvieron una concentración de aproximadamente el 20% a las 24

h. IMP mantuvo su concentración. Como conclusión cabe destacar

que los extractos crudos de betalactamasa de cepas de E.coli

sensibles a betalactámicos pueden hidrolizar ciertos
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betalactámicos cuando se ensayan a concentraciones altas “in

vitro” (141).

La mayoría de las cepas de Bacteroides presentan una

actividad cefalosporinasa muy débil, aunque existen cepas capaces

de inactivar CFX que han sido encontradas ocasionalmente. Las

cepas productoras de cefaminasas son muy poco comunes hoy en día,

pero hemos tenido la oportunidad de estudiar la susceptibilidad

de CMX vs CFX a las betalactamasas de 8 cepas de este tipo

pertenecientes al género Bacteroides (140), en el estudio número

6.

En la tabla 21 se expresa la CHI de CMXy CFX de las 8 cepas

de Bacteroides son, y en el gráfico 7 la degradación enzimática

de CMX y CFX. La actividad “in vitro” de ambos antibióticos fue

en general similar, aunque CFX fue más activo frente a 4 cepas.

La medición de los controles de antibiótico en estado libre

reveló una mayor, pero marginal, pérdida de actividad en el caso

de CFX tras incubación de 22 h. La degradación de CFX y CMX por

los extractos crudos de betalactamasa fue similar y variable

dependiendo de la cepa (oscilando entre total a las 5 h. y nula

a las 22 ti.). Como conclusión cabe destacar la capacidad de

hidrólisis de los extractos crudos de cefaminasas producidas por

cepas ocasionales de Bacteroides son (que no sólo son capaces de

hidrolizar cefamicinas sino también Carbapenems (152) (160)), y

la ausencia de una buena correlación entre la capacidad de los

extractos crudos para la hidrólisis de CMXy CFX, por una parte,

y los resultados de susceptibilidad ‘Un vitro” expresados como

CMI convencional (140).

Integrando los estudios de consumo de CMX, desde el punto

de vista microbiológico, cabe concluir una ausencia de

inactivación del mismo tras 5 ti. de exposición a cultivos

monobacterianos y mixtos de las cepas ATOO de E.coli y

Llragiljs, pero una inactivación lenta (24 ti.) ‘Un vitro” de

concentraciones altas de antibiótico tras exposición a extractos

crudos de betalactamasascromosómicasde E.coli, e hidrólisis por
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extractos crudos de cefaminasasproducidas por cepasocasionales

de Bacteroides SOD

.

7. ACTIVIDAD “IN VIVO”: MODELO ANIMAL DISCRIMINATIVO

.

En la tabla 22 se observan los niveles de antibiótico

obtenidos con las distintas dosis (73) (72), así como las AUC

calculadas a partir de estos datos. En el gráfico 8 se muestran

los niveles de los antibiótico CMX, CFX y CTX para las

dosificaciones correspondientes a la DE mínima. En la tabla 23

se muestra t12 (minutos) y unión a proteínas (%) para CMX, CFX

y CTX, obtenidos de bibliografía previa (162) (163) (164) (165)

(166) (167).

Los efectos farmacodinámicos de CMX, eficacia “in vivo” y

su predicción, se estudiaron comparativamente con CFX y CTX, ya

que, de los antibióticos estudiados, las cefalosporinas

resultaron las más activas (sobre la base peso de la dosis, en

este modelo animal con 2 dosis separadas 5 horas) “in vivo”, por

una parte; fornan parte del mismo grupo de fármacos, por otra

parte; y, en tercer lugar, se estudió de las tres los aspectos

inhibitorios, bactericidas y bacterioliticos en apartados

anteriores.

Como TSA tomaremos la CMI convencional, CI4I~~, CMI,«,, CMI,.010

y CL>!, estudiando, además, la posible relevancia de los efectos

inóculo y osmolar “in vivo”, Obviamos el estudio de la CMB

convencional y CMI? por presentar valores similares a la CMI

convencional y CMI.C, respectivamente, por lo que los valores de

los indices farmacodinámicos son asimilables.

7.1. Eficacia “in vivo”.

CMX resulté, de forma estadisticamente significativa (al

menos p<0.05), más activo “in vivo” que el resto de los

antibióticos, ya que con dosis de 0.2 mgrs. se consiguió una
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mortalidad de 2.5% para CMX y =15% para el resto de los

antibióticos ensayados.

En la tabla 24 se observa la mortalidad para cada dosis.

Observamos que, teniendo en cuenta la variable primaria de

eficacia (DE mínima: consecución de mortalidad =5%), CMXresultó,

en términos “peso—dosis”, 5 veces más activo que CTX, 30 veces

más que CFX y CFU, 75 veces más que AMP, 50 veces mas que AZT y

1500 veces más activo que PIP. Hay que tener en cuenta que en

estos dos últimos antibióticos no se llegó experimentalmente a

la dosis definida como mínima efectiva. La actividad “in vivo”

comparativa de CMX es mayor que la de los antibióticos control,

y la magnitud de esta diferencia es independiente de la presencia

de efecto inóculo (5 veces mayor que CTX y 1500 que PIP, fármacos

que poseen efecto inóculo) o ausencia del mismo (30 veces mayor

que CFX y 75 que AMP).

El número veces que la DE mínima debe superar la CMI es 15

veces inferior para CMXvs CFX (a.2 vs 3), y 165 veces interior

para CMX vs CTX (0.2 vs 33).

La relación DE mínima/TSA para CMX, CFX y CTX,

respectivamente, es de 0.2, 3 y 33, en el caso de la CMI, 0.1,

3 yO.5, para laCMI10, 0.1, 0.75y16, para laCMI~~, yO.1, 0.75

y 0.5, para la CMIMCIG. Como vemos la eficacia terapéutica “in

vivo” está modulada por el efecto inóculo (mayor uniformidad en

los indices DE/TSA que utilizan TSAs que tengan en cuenta dicho

efecto) y, en menor grado, por el efecto osmolar (mayor

uniformidad de la relación DE/TSA al utilizar la CMI~0 Vs CMI

convencional para CMX y CFX, que carecen de efecto inóculo). El

mayor grado de uniformidad se consigue cuando la relación DE

minima/TSA se construye a partir del test ‘Un vitro” que tiene

en cuenta ambos efectos (CMI,«,10, como prueba estática, o las

CLMs, como prueba dinámica a lo largo del tiempo).
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7.2. Predicción de eficacia por indices farnacodinánicos

estáticos.

Para investigar estas diferencias relacionamos distintos

parámetros farmacológicos con los resultados de los diferentes

TSA, para la DE mínima, con la finalidad de ver qué relación

producía la menor dispersión de valores, ciñéndose mejor a esta

definición de eficacia. Para ello, calculamos el tamaño del

recorrido de los valores resultantes de cada relación, es decir,

la diferencia entre el valor máximo y el valor mínimo de los

distintos antibióticos. En la tabla 25 se observan las relaciones

del pico sérico y l%AUC, con cada TSA, tiempo de concentración

antibiótica sérica (en la fase beta de eliminación) expresado en

unidades tI/2 sobre cada TSA (T/TSA), y tiempo interdosis sobre

cada TSA (t/TSA). En la tabla 26 se muestran los recorridos para

cada relación.

Desde el punto de vista farmacocinético, el parámetro más

predictor de eficacia (DE mínima) es t/~YSA ya que en todos los

casos la dispersión de valores es =2.8, con independencia del TSA

elegido. En segundo lugar T/TSA es predictivo produciendo

dispersiones =6.4. Al utilizar el nivel en el pico, o el 1%AUC,

el grado de dispersión es muy variable y dependiente del TSA

escogido (decreciente según se integran en los TSA efectos que

hacen variar la susceptibilidad “in vitro”), siguiendo de mayor

a menor el siguiente orden: CMI convencional,
0>!1MC~ CNt

0,
0>!1MCIO

y con grados mínimos de dispersión para la CL>!. Como vemos, y

farmacocinéticamente hablando, disminuye la capacidad de

predicción al disminuir el peso especifico del factor tiempo en

el parámetro farmacocinético escogido; así, es máxima para t y

decrece progresivamente con T, 1%AUC, para finalizar con pico

sérico.

Desde el punto de vista microbiológico, resultan más

predictivos los TSA que integran los diversos factores que hacen

variar la susceptibilidad “in vitro” (CMI). Así, el mayor grado

de predicción lo ostenta la CL>! (con un grado de dispersión =0.8-
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=1.6) y disminuye progresivamente con la 0141,40,0 y ONIIO. El grado

de predicción de eficacia es mucho menor para los SUSA que no

toman en cuenta el efecto inóculo (dispersión =25 con CMI,,~, y

=205 para CMI convencional), y mucho más dependiente del

parámetro farmacocinético escogido (muy baja para los parámetros

farmacocinéticos dosis—dependientes -pico sérico y 1%AUC- y mucho

más alta para los tiempo—dependientes —t y SP—). Observamos,

hablando microbiológicamente, que disminuye la capacidad de

predicción al disminuir el peso especifico del factor “efecto

inóculo” (como vemos al relacionar el grado de dispersión de

CMI,,~ con el de CHI) principalmente, y el del “efecto osmolar”

(como vemos al comparar el grado de dispersión de CHIMO con el de

CHI) secundariamente, sobre el TSA escogido.

Globalmente, las relaciones más predictivas (resultados

similares con independencia del antibiótico utilizado, un grado

de dispersión =1) en este modelo de infección intraabdominal

monobacteriana (tratado con 2 dosis: 30’ y 5 h. postinoculación)

son:

a. T/CLM30~: el número de t112 en beta que el nivel sérico ha de

superar la CI24,~. es de 3, con independencia del fármaco

utilizado.

b. t/CMI,«~,0: el tiempo interdosis por encima de la CMI~010 debe ser

=1 hora para los fármacos estudiados.

c. t/CM110: el tiempo interdosis por encima de la CHI,0 debe ser

=1.5 horas para las 3 cefalosporinas. La introducción en el SUBA

del factor osmoJ.ar iguala CFX con CMX, al utilizar la CHI~010,

aumentando el grado de predicción a “b”. Con respecto a este

factor farmacocinético temporal, el utilizar la CMI~.~ en lugar

de la CMI,0 disminuye en 1 h. el tiempo necesario que el nivel

sérico interdosis debe estar sobre el TSA. Parece que el peso

especifico farmacodinámico del efecto osmolar “in vitro”, es de

1 ti. para CFX.
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d. pico sérico/CLM75~: esta relación debe ser de aproximadamente

3 veces para los tres fármacos estudiados, al igual que el

1%AUC/CLWO%-

El resto de las relaciones generan dispersiones superiores

a 1, llegando a dispersiones del orden de las decenas con las

relaciones de factores farmacocinéticos dosis-dependiente y TSA

que no tienen en cuenta el efecto inóculo.

Tomando como referencia estándar la CMI convencional cabe

resaltar, desde el punto de vista microbiológico, la gran

influencia del efecto mácula en la eficacia “in vivo”, ya que

su existencia implica un fuerte aumento del número de veces que

el pico sérico (200 veces) o la ALIO (10000 veces) deben superar

la CMI, o bien del tiempo interdosis que el nivel sérico debe

superar la CMI (2.5 veces), o del número de t,~2 en la fase beta

que el nivel sérico debe superar la CHI (el cual se triplica),

del fármaco que presenta efecto inóculo (CTX) en contraste con

los que no lo presentan (CFX y CMX), para la consecución de la

DE mínima definida.

La influencia sobre la eficacia del efecto osmolar parece

mucho más modesta, duplicando la relación pico sérico/CHI, la

relación AUC/CMI y el número de t112 que el nivel sérico (beta)

ha de estar sobre la CMI, para el fármaco que presenta efecto

osmolar (CFX) en contraste con el que no lo presenta (CMX), en

ausencia de efecto inóculo para ambos fármacos, para la

consecución de la DE mínima definida.

Hemos visto que desde el punto de vista microbiológico los

TSA que tienen en cuenta los efectos inóculo, principalmente, y

osxwolar, secundariamente, resultan más predictivos que los que

no lo tienen, tal es el caso de la CLM, CHIMCZO y CHI10. La mayor

eficacia ‘Un vivo” de CMX (5 veces más activo que CTX y 30 veces

más activo que CFX) sobre la base de la magnitud de la dosis

mínima efectiva, podría explicarse por la mayor actividad “in

vitro” al utilizar estos TSA <0.5, 0.5 y 2 mcg/ml con CMX, 4, 2
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y 8 mcg/ml con CFX, y 2, 1 y 2 mcg/ml con CTX, para la CLH,5%,

CLH,O~ y CMI,«,~, respectivamente), con independencia del valor de

la CMI, desde el punto de vista microbiológico.

Desde el punto de vista farmacocinético los parámetros

tiempo-dependientes (t y SU) resultan más predictivos, de ahí la

influencia en la actividad “in vivo” de t112 de CMX (duplicando

la de CFX y CTX). La combinación de estos dos factores

(microbiológico y farmacocinético) puede explicar la

significativamente mayor actividad “in vivo” de CMXcon respecto

a las cefalosporinas control ante una unión a proteínas similar

con respecto a CFX y del 50% con respecto a CTX.

7.3. Dinámica de la modulación <predicción) del efecto (cunas)

dosis—respuesta por las distintas relaciones entre factores

farnacocinéticos y los tests de susceptibilidad antibiótica.

El modelo animal se diseñó como un estudio de rango de

dosificación, es decir, es un modelo dinámico con una relación

dosis—respuesta: distintas dosis producen distintas tasas de

respuesta dicotómica (mortalidad).

En el gráfico 9a se observa la relación entre el aumento de

los picos séricos y su correspondiente disminución de la

mortalidad para las dosis estudiadas (con la finalidad de

detectar la DE mínima), al aumentar la dosis administrada de los

tres antibióticos reseñados (CMX, CFX y CTX). En la tabla 27 se

muestran los indices terapéuticos (relación de los niveles

séricos en el pico con cada SUSA) y su relación con la disminución

de la mortalidad; los gráficos 9b a 9g corresponden a esta tabla

y se han construido dividiendo los niveles representados en las

ordenadas del gráfico 9a por los valores de los distintos TSA

(tabla 11). Las diferencias estadisticamente significativas

(pc0.05) existentes entre CMX o CFX versus CTX al comparar las

curvas construidas con los niveles séricos, niveles/CHI y

niveles/CHIMO, desaparecen al utilizar TSA que obvien el efecto

inóculo (C>fI~~, CMI,4010 y CL>!). Exactamente los mismos hechos se
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reproducen al utilizar curvas construidas con AUC/TSA (tabla 28,

gráfico 10), en lugar de niveles/TSA: desaparecen las diferencias

significativas (p<0.05) entre las curvas (aumento AUC/TSA -

decremento de mortalidad) de los fármacos que no presentan efecto

mácula (CMX y CFX) con respecto al que lo presenta (CTX), al

utilizar SUSA que contemplen dicho efecto.

La situación es similar al construir las curvas de

mortalidad con parámetros farmacocinéticos tiempo—dependientes

(tablas 29 y 30): T (tiempo en fase beta expresado en unidades

tm que el nivel debe superar el SUSA), en el gráfico 11, y t

(tiempo interdosis que el nivel supera el TSA), en el gráfico 12.

Las diferencias estadisticamente significativas (pc0.0l)

existentes entre los fármacos que presentan efecto inóculo (CTX)

y los que no (CMX o CFX) desaparecen al utilizar los SUSA que

obvien este efecto (CHIs realizadas con inóculo alto o CLMs). Al

utilizar el parámetro farmacocinético T el efecto osmolar se hace

más patente, como se ve al comparar los gráficos lic y líe:

desaparecen las diferencias significativas (pcO.05) existentes

al utilizar como parámetro microbiológico la CHI10, cuando se

utiliza la CMI~ o la CLM (parámetros que obvian el efecto

osmolar).

En el gráfico 12 observamos que t/CLMs resultan los

parámetros más predictivos ya que las curvas entre CFX y CTX

presentan una práctica identidad. En este caso no se utilizó CMX,

al carecer de niveles séricos en todos los puntos de extracción

previos al pico sérico (tabla 22).

Con respecto a los parámetros microbiológicos cabe destacar

la influencia fundamental del efecto inóculo sobre la variable

eficacia terapéutica. El nivel sérico debe superar más veces y

durante mayor tiempo la CMI en los fármacos que presentan efecto

inóculo, para la consecución de una misma disminución de la

mortalidad. El efecto osmolar sólo se hace claramente patente al

utilizar parámetros farmacocinéticos tiempo—dependientes: el

nivel sérico debe superar durante más tiempo la CHI10 con CFX
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(que presenta efecto osmolar) que para CMX (ausencia de efecto

osmolar) (gráfico lic), a pesar de que ambos presentan una CHI10

similar (2 mcg/ml) aunque diferente CMI~O10 (2 versus 8 mcg/ml,

para CHX y CFX, respectivamente).

Como conclusión general cabe destacar la gran distorsión que

causa en los índices farmacodinámicos (relación parámetro

farmacocinético/susceptibilidad ‘Un vitro”) como predictores de

eficacia, en este modelo animal de infección intraabdominal, el

efecto inóculo y, en menor grado, el efecto osmolar. Las curvas

dosis—respuesta para los distintos fármacos se pueden comparar

cuando los fármacos estudiados se ponen en las mismas condiciones

al utilizar relaciones farmacodinámicas que se expresan en

unidades de medición relativas (nivel/TSA, AUC/TSA, incremento-

T/TSA e incremento-t/TSA), no expresadas en unidades del sistema

métrico decimal. Estas relaciones farmacodinámicas resultan más

predictivas cuando se utilizan TSAs que tengan en cuenta,

principalmente, el efecto inóculo y, secundariamente, el efecto

osmolar.

La CLM, además de tener en cuenta los efectos inóculo (se

utiliza inóculo alto) y osmolar (se realiza en medio completo),

mide la lisis bacteriana que es directamente dependiente del

mecanismo de acción del fármaco. En general, este SUSA resultó de

los más predictivos, aunque dependiente del parámetro

farmacocinético elegido, dentro de los indices farmacodinámicos

estudiados. Los bajos valores de la CL>! para CMX (0.5 CMI vs 2

CMI para CFX y 66 CHI para CTX) podrían explicar su actividad “in

vivo” 10 veces mayor que la de CTX y 30 veces mayor que la de

CFX, a pesar de presentar una actividad “in vitro” 30 veces

inferior a la de CTX y similar a la de CFX, en términos CHI.
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8. ENSAYO eLfif ¡CO FASE 1- SIMPLE CIEGO. RANDONIIZADO Y CRUZADO

.

COMPARANDO1 Y 2 GRAMOSIV DE CEFMINOX. EN VOLUNTARIOS SANOS

.

8.1. Seguridad.

El protocolo del ensayo fue aprobado por el Comité de

Ensayos Clínicos del Hospital “La Paz” (Hadrid), y fue obtenido

por escrito el consentimiento informado de los 6 sujetos antes

de su inclusión.

La incidencia, severidad y duración de los efectos adversos

se evaluó por entrevista (en los 2 días de estudio y una semana

después de la segunda dosis), sin que se detectaran efectos

adversos valorables.

8.2. Farmacocinética.

Todos los sujetos completaron el estudio. Las propiedades

farmacocinéticas calculadas de los datos HPLC se reseñan en la

tabla 31. Las concentraciones séricas se muestran en el gráfico

13.

Las concentraciones de CMX determinadas por HPLC y método

microbiológico se correlacionaron bien (r=0.92), aunque los

niveles determinados por el método microbiológico fueron mayores

que cuando eran medidos por HPLC (y=1.lSx + 7.755).

8.3. Faruacodinazia 1. Actividad bactericida sérica.

En este apartado estudiamos la actividad “ex vivo” de CMX

tomando como diana la bacteria, así como la predicción de dicha

actividad antibacteriana.

Con respecto a los TSA realizados para este estudio, en la

tabla 11 se expresan los valores modales de las CHI y CMB,

estimadas tras 6 y 24 ti. de incubación para cada uno de los

microorganismos (Escherichia coli ATOO25922, Serratia marcescens
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ATCC 8100, Klebsiella nneumoniae ATOO 13883 y Bacteroides

fr~~idIa ATOO 25285). La relación entre de la CMB a la CHI fue

diferente cuando la CHE fue leída a las 6 h. En el caso de ¡~gJ,j

ATOO 25922 y B.fraailis 25285 la CHE6J~ fue 4 a 8 veces mayor que

cuando la lectura se realizó transcurridas 18—24 h. No se

encontraron diferencias en las CHIs y las CHBs determinadas con

o sin 50% de pool de suero humano, excepto para las CHEs de

E.coli que presentaron el valor correspondiente a la dilución

anterior en presencia de suero humano. Las correlaciones

farmacodinámicas fueron establecidas con las CHIs y OMBS

determinadas en ausencia del poal de suero humano.

Los PES expresados en mediana y rango se muestran en la

tabla 32 (A y B). No hubo diferencias significativas en los

valores de los PES tras 6 y 24 ti. de incubación. Los PBS de las

muestras obtenidas antes de la administración de CMXestaban por

debajo del nivel de detección. Aunque la ALIO media (obtenida a

partir de los niveles determinados por HPLC) de la dosis de 2

grs. era 1.8 veces superior a la de 1 gr. (tabla 31), la

correspondiente AUBO media fue de 3.5 a 8.1 veces superior, con

independencia de los valores de la CHI y la CMB. En la tabla 33

se muestran las AUBO para las 4 cepas y 2 dosificaciones,

expresadas en mediana y rango.

En el gráfico 14 se muestra la correlación significativa

obtenida entre las concentraciones plasmáticas de CHX

determinadas por HPLC y los PES para las 4 cepas ensayadas.

Correlaciones similares fueron obtenidas cuando se divid3la la

concentración plasmática por las constantes CHI o CMBs, o cuando

se utilizaban las concentraciones determinadas por bioensayo.

En el gráfico 15 los valores de la CHI, CHE y CMB6~, para

cada una de las 4 cepas ensayadas, son contrastados con la curva

de concentración sérica de CMX. Los PES medios se muestran para

cada rango de concentraciones séricas definidos por las tres

mediciones de susceptibilidad “in vitro”. Las concentraciones

séricas sobre el valor de la CHB~, estaban asociadas más
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frecuentemente con PBS significativos (=8) que la CMB

convencional o la CHI. De manera similar, concentraciones séricas

por debajo de los valores de la CHE6,. se asociaban con PES

menores.

En las tablas 34a a 34e se muestran para todas las cepas,

aisladamente y en su conjunto, el número y porcentaje de

concordancias positivas (muestras séricas con concentraciones por

encima del resultado del SUBA estudiado —CMI, CMBCh o CMB~4h~ y PBS

=8), concordancias negativas (muestras séricas con

concentraciones por debajo del resultado del TSA estudiado, y PES

<8), concordancias totales (concordancias positivas más

concordancias negativas) y discrepancias (suceso contrario al de

concordancia), al considerar todas las muestras tomadas 16 h.

tras las dos dosificaciones.

Las concentraciones por encima o por debajo de la CMB0

estaban más frecuentemente asociadas (al menos p<O.O5) con PBS

=8 ó <8, respectivamente, que las concentraciones por encima o

por debajo de la CMI para ¡~gh (86.9% vs 72.6%) y LXraaiiIa
(86.9% vs 61.9%), o la CHB para S.marcescens (91.6% vs 76.2%) y

Líragilta (86.9% vs 61.9%). Para el conjunto de todas las cepas

ensayadas, la asociación fue significativamente mayor (p<O.00l)

para la CHE0 (85%), que para la CMI (71.8%) o la CHB (72.9%).

Por otra parte, los niveles medios plasmáticos de CHX son

mayores que la CHI~~ (=0.5 mcg/ml) de las enterobacteriaceas

comunes (~~li, glebsiella 5Db, P.mirabilis,...) (tabla 8), al

menos 16 h. con la dosis de 2 grs. y 12 ti. con la dosis de 1 gr.;

la CMI~~ de LIra~ilia (2 mcg/ml) es sobrepasada por los niveles

séricos al menos 12 h. con la dosis de 2 grs. Teniendo en cuenta

la tasa de unión a proteínas de CMX (68%) (135) <168), los

niveles de antibiótico libre superan la CHI90 de

enterobacteriaceas comunes durante 8 y 12 h., y la de ~4ragiiis

durante 6 y 8 ti.., para las dosificaciones de 1 y 2 gr.,

respectivamente. Una actividad bactericida sérica adecuada (PES

>8) se mantuvo durante al menos 4 y 8 h. para las dosificaciones
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de 1 y 2 g., respectivamente, frente a las cepas estudiadas.

La actividad antibacteriana sérica (“ex vivo”) de CMX fue

mayor que la predecible por factores farmacocinéticos (niveles

ALIO) y por los SUSA convencionales. La consecución o no de

actividad bactericida sérica adecuada (PBS=8) se asocia más a la

consecución de una relación nivel sérico/CMB~, =1, por lo que

parece que este parámetro es más predictor de la actividad

antibacteriana “ex vivo”. El uso, como diluyente, del propio

suero de cada voluntario (obtenido previo a la infusión de CMX),

en la determinación de los PBS, en estado normal (no inactivado

por calor) para mantenernos lo más cerca posible de las

condiciones ‘Un Vivo”, puede también explicar la actividad

bactericida sérica aumentada en las muestras que contienen

elevadas concentraciones de CMX, por lo que se muestra de forma

más patente en la dosificación superior.

8.4. Farinacodinamia II. Inmunomadulación.

En este apartado estudiamos la actividad “ex vivo” de CMX

tomando como diana los leucocitos polimorfonucleares (PHN), como

defensa fisiológica de primera línea a la infección. Asimismo

veremos los factores farmacocinéticos que intervienen en la

predicción de la actividad inmunomoduladora detectada.

Los PMN se extrajeron previa (como control) y 90 minutos

post infusión de CMX. Los niveles plasmáticos medios de CMX

(medidos por HPLC) fueron de 56.6 mcg/ml, 37.2 mcg/ml, 28.2

mcg/ml y 22.7 mcg/ml para la dosis de 1 gr., y 117.3 mcg/ml, 68.7

mcg/ml, 52.1 mcg/ml y 42.6 mcg/ml para la dosis de 2 grs., a los

tiempos O (inmediatamente después de la infusión), 30, 60 y 90

minutos. La curva de concentración plasmática versus tiempo

(mg.h./ml. por 1.73 ni’) en estos 90 minutos (AUCO~5,.) fue de 50.8

±10.0 para la dosis de 1 gr., y 100.3 ±12.3 para la dosis de

2 grs.

En la tabla 35 se observa la capacidad de adherencia de los
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PMMa superficie plástica y nylon. En la tabla 36 se muestran los

indices fagociticos.

La capacidad de adherencia a superficie plástica y a nylon

no quedó afectada despuésde 90 minutos de la administración de

CMX (con cualquiera de las dosis usadas), comparado con los

valores control (PHN tomados previamente a su administración).

La administración de CMX no indujo ningún cambio en el

número de PHN fagocitantes. El efecto principal de las dosis de

1 gr. y 2 grs. de CMX fue el decremento, versus control, de la

eficacia microbicida y el poder microbicida (de un 86% a un 79%,

y de un 74% a un 55%, respectiva y aproximadamente), sin que se

encontraran diferencias entre las dos dosificaciones. Esto no

puede ser atribuido a la pérdida de viabilidad, parámetro que fue

>95%. CMX no afectó la fagocitosis con la dosis de 1 gr. pero

causó una reducción del 56% con la de 2 grs. Parece aparente en

la tabla 36 que los efectos microbicida y sobre la fagocitosis

de CMX no están relacionados.

Por otro lado, aunque no se encontraron modificaciones con

respecto a la adherencia de levaduras a PMN, entre PMN tratados

y controles, la dosis de 2 gr. aumentó este parámetro de

adherencia celular en contraste con la de 1 gr. (pcO.05). Aún

más, se encontró una relación estadísticamente significativa

entre el pico sérico de CMX y el número de levaduras asociadas

a 141W (r=0.86, p<0.05) (gráfico 16), y entre la AUC01.5,. y este

indice fagocitico (r=O.78, p<O.05). Lógicamente esto es debido

a la correlación entre ALIOO..1 ~,. y la concentración sérica en el

pico (r=0..98, p<0.05). No existió correlación entre el número de

levaduras asociadas a PHN y la concentración sérica de CMX a los

90 minutos de la infusión.

En conclusión, este estudio muestra que CMX mf luye sobre

la fagocitosis de los 2MB. Esta influencia se manifiesta en la

capacidad de la adherencia de PMN a las dianas estudiadas

(células de Q i&j~mxm). La influencia se debe a la acción de CMX
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sobre los PMN, ya que CMX carece de actividad patente sobre la

diana de los 2MW escogida (C.albicans). Esta acción de CMX sobre

los PMN sigue una curva dosis—respuesta. Este efecto de

inmunomodulación es más predecible por el pico sérico que por el

ALIO del tiempo de exposición a CMX. La acción inmunomodulatoria

de CMX es más “dosis-dependiente” que “tiempo-dependiente”.

9. RESUMENDEL DESARROLLOPOSTOXICOLOGICOY PRFATERAPÉUTICO. Y DE

5135 RESULTADOS

.

9.A. DESCRIPCION Y PREDICCION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGI~ “IR

VInO”.

Diana: E.coli ATCC 25922 excepto cuando se indica lo contrario.

1. Actividad bacteriostática.

1.1. Frente a aislados clínicos, controlada con otras

cefamicinas.

— La actividad bacteriostática de CMX es 4 a 16 veces mayor

que la de CFX frente a enterobacteriaceas comunes y B.fraailis

,

no estando influida por la presencia de betalactamasas de amplio

espectro, y se mantiene dentro del rango de sensibilidad tras la

adición de mecanismos de resistencia de permeabilidad al

enzimático citado. CHX, a diferencia de las cefalosporinas de 3~

generación, no es activa frente a los patógenos considerados

nosocomiales.

— Esta actividad bacteriostática no se altera tras la

adición de otro betalactámico (CTD), y es sinérgica con

aminoglucósidos (ARR).
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1.2. Influencia de las condiciones de cultivo sobre la CMI de

cepas de colección, controlada con cefalosporinas de 2’ y 3’

generación.

- A diferencia de las cefalosporinas de 34 generación, la

CMI de las cetamicinas estudiadas no sufre variación al

incrementar el inóculo: ausencia de efecto inóculo (CHI=CH110).

— A diferencia de CFX y CTX, la CMI de CMX y CTZ no sufre

variación al excluir el efecto de la osmolaridad ambiental

utilizando medio completo: ausencia de efecto osmolar

(CHI=CMI,.j.

1.3. Actividad inhibitoria comparativa de cepas de colección

dependiente de las condiciones de cultivo.

- En términos CMI, CMX presenta una actividad de 8 a 30

veces inferior a las cefalosporinas de 3 generación y similar

a CFX. En términos CHI,«~, presenta una actividad 8 veces inferior

a las cefalosporinas de 34 generación y 4 veces superior a CFX.

En términos CM110, todas las cefalosporinas estudiadas presentan

la misma actividad bacteriostática. En términos CMI~010, CMX

presenta una actividad igual a la de CTX y 4 veces superior a la

de CFX.

Sumario de la actividad bacteriostática.

- CMXpresentauna actividad bacteriostática superior a CFX,

que se asemeja a las cefalosporinas de 34 generación cuando se

tienen en cuenta los efectos inóculo y osmolar.

2. Actividad bactericida. Predicción de la misma.

2.1. Tanto los antibióticos problema como control son

bactericidas (CMI similar a CMB).

100



2.2. Influencia de las condiciones de cultivo sobre la magnitud

de la actividad bactericida (medida como descenso significativo

del inóculo inicial tras un tiempo de incubación), controlada con

cefalosporinas de 2~ y 3* generación.

- La actividad bactericida está modulada por el efecto

inóculo. Los antibióticos que presentan efecto inóculo ejercen

una actividad bactericida dependiente del inóculo inicial, a

diferencia de los fármacos que no presentan efecto inóculo. Los

fármacos que no presentan efecto inóculo ejercen una actividad

bactericida significativamente mayor que los que lo presentan,

con independencia del inóculo inicial empleado, a concentraciones

similares en términos CMI. El efecto inóculo no es concentración

o dosis—dependiente (no aumenta la magnitud de la actividad

bactericida de forma significativa al incrementar la

concentración, a partir de la CM114.

— La actividad bactericida está modulada por el efecto

osmolar. Es significativamente mayor para los fármacos que no

presentan este efecto (CMX y CTZ) vs los que si lo presentan (CFX

y CTX). El efecto osmolar es dosis—dependiente (o concentración—

dependiente: inversamente proporcional al aumento de

concentración): es mayor a concentraciones bajas (peri—CMI). El

efecto osmolar es independiente del efecto inóculo y no está

influido por la presencia de suero humano.

- El efecto inóculo tiene un peso específico mayor que el

efecto osmolar en la modulación de la actividad bactericida,

teniendo, además, una influencia directa sobre el tiempo

necesario para la consecución de dicha magnitud de actividad

bactericida con independencia del inóculo inicial empleado.

- La magnitud de la actividad bactericida está modulada, en

el caso de CHX y a diferencia de los fármacos control, por la

presencia de suero humano, al menos cuando la diana es

~Ár.agi1ia. Esta modulación es dosis—dependiente: mayor a

concentraciones mayores.
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2.3. Predicción de la magnitud de la actividad bactericida.

— Para la consecución de la magnitud de actividad

bactericida determinada en cada experimento particular de curvas

de muerte bacteriana, resulta más predictiva la CHI~ ante la

exclusión del efecto osmolar, y la CMIMC ante la minimización del

efecto inóculo.

— La CMI realizada en medio completo y con inóculo grueso

(OMINO!0) es más predictiva de la actividad bactericida que de

realizarse en otras condiciones.

Sumario de la actividad bactericida.

— En términos de concentración antibiótica (expresada en

múltiplos de CHI o en unidades peso/volumen a partir de 2 mcg/ml

-concentración bacteriostática de inóculos altos para los

fármacos estudiados—) y con respecto a la capacidad de

disminución de la viabilidad bacteriana de inóculos iniciales de

5 x l0~ a ío~, CMX observa una actividad igual o superior a los

fármacos control (con respecto a la magnitud de la actividad

bactericida, y el tiempo necesario para conseguirla), ya que no

presenta efectos inóculo y osmolar, ante la mayor capacidad

predictiva de la actividad bactericida de la CHIMO!0.

3. Actividad bacterialitica de máculas altos <1O~ ufa/mí).

Predicción de la misma.

3.1. Magnitud de la actividad lítica celular. Controlada con

cefalosporinas de 2* y 34 generación.

- CMX presenta una mayor actividad lítica sobre inóculos

altos, y en términos de concentración (meg/ml), que los fármacos

control: menor CL>! con independencia del decremento de densidad

óptica tomado como variable de actividad.
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- El efecto máximo lítico (densidad óptica) conseguido es

del 90% para las cefamicinas y el 75% para las cefalosporinas de
3* generación, aproximadamente, no incrementándose las

disminuciones de densidad óptica al aumentar la concentración.

El efecto lítico máximo <tras 20 h. de incubación) no es

concentración—dependiente.

— Las concentraciones líticas significativas (=30%),son un

efecto <semanifiestan) subinhibitorio para CMX, inhibitorio para

CFX y suprainhibitorio para las cefalosporinas de 3* generación.

3.2. Influencia de las condiciones de cultivo sobre la actividad

lítica celular.

— La lisis bacteriana está modulada por el efecto inóculo.

A igualdad de concentración en términos CMI, las cefamicinas

producen una disminución de la biomasa a lo largo del tiempo

significativamente mayor que las cefalosporinas de 3 generación.

— La lisis bacteriana está modulada por el efecto osmolar.

Tanto entre los fármacos que presentan efecto inóculo (CTX y

CTZ), como entre los que no lo presentan (CMX y CFX), existen

diferencias significativas (ya sea desde el punto de vista de la

magnitud de actividad lítica, como el de la concentración, en

términos CHI, necesaria para alcanzarla) a favor de los fármacos

que no presentan efecto osmolar.

3.3. predicción de la actividad lítica.

— La aproximación de la concentración antibiótica a niveles

de la CMIM01Q es más predictiva de la obtención de decrementos

significativos de la biomasa a lo largo del tiempo, o del efecto

lítico máximo <decrementode densidad óptica del 90% ó 75% para

cefamicinas o cefalosporinas de 3* generación, respectivamente),

que la bacteriostasis determinada en otras condiciones.

— Las diferencias en la determinación de la bacteriostasis
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(inóculo y medio) no influyen en la capacidad predictiva de la

lisis bacteriana por parte de la CHI, en el caso de CMX y a

diferencia de los fármacos control. Esto es debido a que al

carecer de efectos inóculo y osnolar CMX presenta valores

similares para la CHI determinada en distintas condiciones.

Sumario de la actividad lítica.

- CMX presentauna actividad bacteriolitica, del 30% al 75%

de la masa bacteriana, de 2 a 4 veces superior a los fármacos

control. A diferencia de éstos, esta actividad de CMX se

manifiesta a concentraciones subinhibitorias.

4. Efecto de concentraciones subinhibitorias sobre irióculos

estándar.

4.1. CHA. Controlada con cefalosporinas de 2* y 3* generación.

— En términos CI~, CMX resulta de 8 a 32 veces menos activo

que las cefalosporinas de 3* generación y 2 veces más activo que

CFX.

4.2. Influencia de las condiciones de cultivo sobre el efecto de

las concentraciones subinhibitorias. Controlada con CFX.

- Las diferencias significativas de registro de densidad

óptica sobre inóculo estándar de CMX y CEX, a concentraciones de

0.5 a 1 CHI, desaparecenal utilizar unidades CMI~, como medida

de concentración. Este hecho indica una influencia sinérgica de

la osmolaridad ambiental con el efecto antibiótico a

concentraciones subinhibitorias en la cinética de crecimiento

bacteriano del fármaco que presenta efecto osmolar (CFX).
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4.3. Influencia de la relación CHA y efecto inóculo en la

actividad lítica de inóculos altos.

— La actividad lítica de inóculos altos comienza a

manifestarse (disminuciones de la densidad óptica detectables:

=15%) a concentraciones de la CHA para las cefamicinas, y a

concentraciones de 15 a 60 veces la CHA para las cefalosporinas

de 3* generación.

Sumario del efecto de las concentraciones subinhibitorias.

— La CHA marca el comienzo para la lisis bacteriana en las

cefamicinas (ausencia de efecto inóculo) y no para las

cefalosporinas de 34 generación.

5. Efectos morfológicos celulares sobre incSculos altos.

Control: CFX y CTZ.

5.1. El incremento de la concentración antibiótica, y tras

exposición de 2 a 5 ti., produce un mayor paralelismo en las

disminuciones de biomasay viabilidad, compatible con la tasa de

esferoplastos en la microscopia, para las cefamicinas, en

contraste con CTZ.

5.2. El incremento de concentración produce un máximo decremento

para la viabilidad y mínimo para la biomasa en el caso del

representante de las cefalosporinas de 34 generación CTZ. Esta

dicotomía entre viabilidad y biomasa es compatible con la acción

morfológica de filamentación a la microscopia.

5.3. La acción conjunta significativa sobre la viabilidad y la

biomasa es más precoz, tanto en términos tiempo de incubación

como concentración, para CMX que para los fármacos control. Esta

acción conjunta se expresaa concentracionessubinhibitorias (0.5

mcg/ml) para CMX, inhibitorias (2 mcg/ml) para CFX, y
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suprainhibitorias (1 mcg/ml) para CTZ.

Sumario de los efectos morfológicos celulares.

— La acción celular de las cefamicinas se manifiesta

mediante formación de esferoplastos previa a la lisis, siendo

ésta más precoz, en términos tiempo y concentración, para CMXvs

CFX y sin filamentación previa como CTZ. Estos hechos se

corresponden con la cuantificación de las CLHs respectivas.

6. Consumo “in vitro”. Hidrólisis enzimática.

6.1. Concentraciones de 50 mcg/ml de CMX son hidrolizadas por

extractos crudos de betalactamasasde E.coli ATCC 25922, al 20%

de la concentración inicial, tras 24 h.

6.2. Extractos crudos de betalactamasas de cepas esporádicas

productoras de cefaminasas pueden producir la hidrólisis total

o parcial de 50 mcg/ml de CMX y CFX, tras 5 h. (reducción >80%

de la concentración inicial, en 2 de las 8 cepas ensayadas)ó 24

h. (reducción >80% de la concentración inicial, en 4 de las 8

cepas ensayadas) de incubación.

6.3. No existe consumo de CMX (a concentraciones iniciales ~20

mcg/ml) en cultivos monobacterianoso mixtos de E.coli ATCC 25922

y Llragflia ATCC 25285, tras 6 h. de incubación.

Sumario del consumo “in vitro”.

— A pesar de la hidrólisis “in vitro” de concentraciones

altas de CMX tras 24 h. de incubación por extractos crudos de

betalactamasasde L..~fl ATCC y cepas esporádicasproductoras de

cefaminasas de ~ no exite consumo de concentraciones

fisiológicas de CMX por cultivos monobacterianoso mixtos de las

cepas de colección B.,Xngjja& y L.ggjj, tras 6 h. de incubación.
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SUMARIO DE LA ACTIVIDAD “IN VITRO”.

La predicción de la actividad bactericida y lítica de los

betalactámicos estudiados es mayor cuando la actividad

bacteriostática se determina en medio completo y a partir de

inóculo alto. El efecto inóculo y el efecto osmolar modulan la

actividad “in vitro”. Cuando se tienen en cuenta estos efectos,

CMXpresenta una actividad bactericida y bacteriolítica superior

a los fármacos control, tanto desde el punto de vista de su

magnitud como de la concentración y tiempo de exposición

necesarios para la consecución de dicha magnitud y del umbral de

detección de dicha actividad, frente a E.coli ATCC 25922. En su

acción “in vitro”, y a concentraciones fisiológicas (en

animales), CMX no se consume tras el tiempo de exposición

antibiótica (6 h.), a esta cepa.

El espectro de CMX (enterobacteriaceascomunes, B.fraailis

,

y ausencia de actividad frente a patógenos nosocomiales) lo sitúa

como candidato para la infección intraabdominal en modelos

animales, donde estudiar la eficacia “in vivo”, y su predicción

farmacodinámica pre—EC.

9. B - DESCRIPCION Y PREDICCION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA “IN

VIVO”, CONTROLADACON CFX y CTX.

1. Descripción de la actividad ‘Un vivo”.

- CMXresultó, en términos de DE mínima (dosis en unidades

peso, respuesta de consecución de mortalidad =5%), 5 veces más

activo que CTX y 30 veces más que CFX, con independencia de su

actividad bacteriostática “in vitro” (2 veces más activo que CFX

y 30 veces menos activo que CTX).
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2. Modulación de la actividad ‘Un vivo”.

— La actividad “in vivo” está modulada por el efecto

inóculo. CMX (ausencia de efecto inóculo) resulta

significativamente más activo que CTX (presencia de efecto

inóculo), con independencia de la actividad bacteriostática “in

vitro” tras la exclusión del efecto osmolar (16 veces menos

activo que CTX al comparar sus respectivas CHIMC).

— La actividad “in vivo” está modulada por el efecto

osmolar. CMX (ausencia de efecto osmolar) resulta

significativamente más activo que CPX (presencia de efecto

osmolar), con independencia de la actividad bacteriostática “in

vitro” tras la exclusión del efecto inóculo (idéntica actividad

“in vitro” de ambos fármacos, en términos CH110).

- La modulación de la actividad “in vivo” por parte del

efecto inóculo es mayor que la del efecto osmolar: la relación

DE minima/TSA es más homogéneapara los tres fármacos estudiados

de utilizar la CHI10 que de utilizar la CMI.~.

— La modulación por ambos efectos equipara la actividad “in

vivo” (DE mínima) de los tres fármacos en relación con el TSA.

Similar DE/CML«,10 para los tres fármacos, con independenciade su

actividad bacteriostática convencional “in vitro”.

3. Factores microbiológicos en la predicción de la actividad “in

vivo”.

- Los test que integran los efectos inóculo y osmolar

<CHI~010, CL>!) resultan más predictivos de la eficacia comparativa

“in vivo”.

— La disminución de la capacidad de predicción es mayor de

no tener en cuenta el efecto inóculo, que de no tener en cuenta

el efecto osmolar. Significativamente mayor predicción de la
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CM110 que de la CHI~~.

- La capacidad de predicción de los TSA que no obvian el

efecto inóculo (TSA realizados con inóculo estándar) presenta una

mayor dependencia del factor farmacocinético escogido (mayor

predictibidad de utilizar factores farmacocinéticos tiempo-

dependientes, T o t, que dosis-dependientes, AUC o pico sérico).

4. Factores farnacocinéticas en la predicción de la actividad “in
u

vivo

— Los parámetros farmacocinéticos tiempo-dependientes (t y

1?) resultan más predictivos de la eficacia comparativa “in vivo”.

— La disminución de la capacidadde predicción es mayor de

no tener en cuenta el factor tiempo que de no tener en cuenta el

factor dosis—nivel: el orden de capacidad de predicción es

t>T>AtJC>pico sérico.

— La capacidad de predicción de los factores

farmacocinéticos dosis—nivel dependientes presenta una

dependenciamayor del TSA escogido (mayor con los TSA realizados

con inóculo alto).

5. Factores farnacodinámicos en la predicción de la actividad ‘Un

vivo”.

— Las relaciones de los parámetros farmacocinéticos tiempo—

dependientescon los TSA que obvian el efecto inóculo, realizados

con inóculo alto, resultan más predictivos de la eficacia “in

vivo” que el resto de las relaciones farmacocinéticas.

— Desde un punto de vista farmacodinámico, el efecto inóculo

presenta una influencia decisiva en la eficacia terapéutica en

el modelo animal, ya que su existencia implica un fuerte aumento
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del pico sérico (200 veces) y de la AUC (10000 veces) en relación

con la CHI, o del número de t~12 que el nivel sérico debe superar

la CMI, en contraste con los fármacos que no presentan este

efecto, para la consecución de la DE mínima.

— Desdeun punto de vista farmacodinámico, la influencia del

efecto osmolar en la eficacia terapéutica es mucho más modesta.

El aumento del pico sérico y AUC en relación con la CMI o del

número de tj/2 que el nivel sérico debe superar la CHI, es sólo

de 2 veces, en contraste con los fármacos que no presentan este

efecto, para la consecución de la DE mínima.

SUMARIO DE LA ACTIVIDAD “IN VIVO”.

La mayor capacidad de predicción de eficacia de los

parámetros farmacocinéticos dependientesde ~ en contraste con

los nivel—dependiente, y de los TSA que obvien los efectos

inóculo y osmolar, podría explicar la mayor actividad “in vivo”

de CMX, que presenta una t112 en ratas 2 veces mayor que la de los

fármacos control, y una actividad “in vitro” similar o superior

(de O a 4 veces) a los fármacos control, en términos CMI,~~0 o

CL>!.

Desde el punto de vista del laboratorio de microbiología,

en este modelo y con estos fármacos, el simple cambio de medios

de cultivo (de caldo Mueller-Hinton a medio completo) y de

inóculo (de 5x10
5 ufc/ml a loe ufc/ml) en la realización de las

pruebas de susceptibilidad antibiótica produciría un aumento

significativo en la predicción de eficacia terapéutica.
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9. C. DESCRIPCION Y PREDICCION DE LA FARMACOCINWTICA Y

FAREACODINANIA EN HUMANOS. EC FASE 1.

1. Fannacocinética.

— La C.4, y AUC son dosis—dependientes:su valor se duplica

con la dosis de 1 gr. vs 2 gr.

— Ausencia de saturación del modelo: t,,2 (2 h.), Vd y Cl,

presentan valores similares para las 2 dosis.

2. Farmacodinamia 1: actividad bactericida “ex vivo”.

2.1. Descripción.

— Los niveles séricos superan la CHI,O de enterobacteriaceas

comunesy Liraajjj.a al menos 12 h. con la dosis de 2 gr.

— Fas adecuados (=8) frente a las cepas de colección ATCC

de enterobacteriaceas y B.fraailis, al menos E h. tras la

administración de la dosis de 2 gr.

2.2. Influencia de las condiciones de laboratorio en la actividad

bactericida sérica.

— Efecto sinérgico del antibiótico y suero humano no

inactivado. La utilización de una concentración final de suero

humanono inactivado (de cada voluntario) del 75% puedeexplicar

la alta actividad bactericida sérica en presencia de

concentraciones altas de CMX (primeros puntos de extracción),

junto con la posible modulación dosis—nivel dependiente de la

actividad bactericida “in vitro” en presencia de suero humano

(apartado 9.A.2.2.) y valores de CHB inferiores en presencia de

suero humano (versus ausencia) tras 6 y 24 la. de incubación para

el E.coli ATCC 25922.

— El tiempo de incubación (E y 24 h.) en la realización por
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el laboratorio del PBS no influyó de manera apreciable en la

magnitud de la actividad bactericida sérica (AUBC) frente a las

cepas de colección estudiadas.

2.3. Predicción de la actividad bactericida sérica.

- La actividad bactericida sérica (AUBC) fue mayor que la

predecible por factores tarmacocinéticos (AUC) o microbiológicos

(TSA convencionales: CMI o CMB) habituales.

— Niveles séricos superiores o inferiores a la CMB6J,

resultan más predictivos de PBS adecuados o inadecuados

respectivamente, que de utilizar TSA convencionales (CMI o CMB).

Sumario de la actividad bactericida sérica.

CMX cubre las enterobacteriaceascomunesal menos 12 h. tras

la administración de 2 gr., desde el punto de vista de los

niveles séricos, con una actividad bactericida sérica mayor que

la predecible por los TSA convencionales durante las primeras 8

h.

3. Fannacodinamia II: inmunomodulación.

Diana: Candida albicans

.

3.1. Descripción.

— CMX no afecta la capacidad de adherencia a superficies de

los PHN, ni el número de células fagocitantes.

— CMX disminuye vs control la eficacia frente a C.albicans

.

— La dosis de 2 gr., vs 1 gr., incrementa la adherencia de

levaduras a PHN.
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3.2. predicción.

— El efecto inmunomodulador de adherencia de PHN a sus

dianas (levaduras) se correlaciona con el pico sérico y la AUCO.

(de la primera hora y media), pero no con el nivel sérico a

la 1.5 h. de la administración.

Sumario de la inmunomodulación “ex vivo”.

A diferencia del efecto antibacteriano tiempo-dependiente

“in vitro” e “in vivo” (modelo animal), el efecto innunomodulador

“ex vivo” de CMX sobre los PMN es nivel—dependientey no tiempo—

dependiente.

SUMARIO DEL EC FASE 1.

En las indicaciones para CMX dadas por la actividad

bacteriostática “in vitro” (Sumario de la Actividad “in vitro”),

y probada su eficacia terapéutica comparativa en modelo animal

para estas indicaciones (Sumario de la Actividad “in vivo”), CMX

se debe estudiar en EC a dosificación de 2 gr. cada 12 h. en

infecciones intraabdominales focalizadas, o cada 8 h. en

infecciones intraabdominales con riesgo de sepsis, en base a la

magnitud temporal de cobertura antibacteriana (tiempo de los

niveles por encima de la CHI), en el primer caso, y además

magnitud y duración de actividad bactericida sérica adecuada, en

el segundo.
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Comenzamos la discusión de esta tesis desde dos puntos de

vista:

A. predicción de eficacia terapéutica, a demostrar en los futuros

EC.

B. grado de adhesión de los estudios realizados en España (entre

1989 y 1991), en el desarrollo postoxicológico y preterapéutico

de CMX, a las nuevas Recomendaciones de Evaluación de Fármacos

Antiinfectivos de la FDA/IDSA (1992). Las recomendaciones del

desarrollo preclinico están recogidas en el capítulo de

Recomendaciones Generales para Bacteriología Clínica (169), así

como en el de Recomendaciones Generales para Evaluación de

Fármacos Antiinfectivos (170). Nos referiremos siempre a las

recomendaciones de la FDA/IDSA, ya que las europeas, editadas en

1993 (171), son modificaciones de las de la FDA/IDSA en la

mayoría de sus capítulos y, en concreto, no sufren variaciones

con respecto a los datos utilizados en este trabajo, por una

parte, y carecen del capitulo correspondiente a las

recomendaciones para bacteriología clínica, por otra.

La distinción entre estos dos aspectos, técnicos o de normas

de desarrollo de fármacos, nos parece banal ya que, en ambos

casos, se llega a un esquema de dosificación (para cada

patología), al que habrá que atribuir una alta probabilidad de

eficacia terapéutica (y baja probabilidad de efectos adversos)

en contraste con los otros esquemas posibles, a evaluar en

futuros EC. Así, los conceptos actividad “in vitro”, actividad

“in vivo” y farmacocinética, necesarios para el estudio biológico

de la predicción de eficacia, quedan reflejados uno a uno en los

conceptos estudios microbiológicos, modelos animales y EC Fase

1, recogidos en las Recomendaciones para el Desarrollo de

Antimicrobianos (169).

Los intervalos de dosificación conseguidos pueden variar,

desde el punto de vista de desarrollo de fármacos, por la

ausencia de recomendaciones a las que adherirse y por existir
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unos estándares comunitarios de uso de antimicrobianos distintos

con respecto a las dosificaciones habituales de los fármacos

control. Este es el caso de CMX, que se desarrolló en Japón con

distintos estándares de desarrollo (debido a la época en que se

realizaron los estudios) y con distintos fármacos control (debido

a los estándares comunitarios). Por ello, en el desarrollo previo

de CMX se concluyeron diferentes esquemas de dosificación a

ensayar en patologías distintas a las que se proponen a lo largo

de esta tesis.

Tanto la predicción de eficacia como los requerimientos del

desarrollo giran en torno a tres conceptos: espectro, actividad

(tanto “in vitro” como “in vivo”) y farmacocinética humana. El

problema reside en interrelacionar adecuadamente los distintos

conceptos a partir de los distintos estudios elegidos para

concluir una administración supuestamente adecuada del fármaco.

Una de las mayores diferencias entre las enfermedades

infecciosas y otras enfermedades es que en las primeras la causa

de la enfermedad puede ser aislada del paciente (172),

contraponiéndose los agentes antimicrobianos con otros fármacos

(170) en los siguientes aspectos: a.predicción razonable de la

eficacia potencial a partir de los resultados de los TSA en

conjunto con el modo de acción, farmacocinética y

farmacodinámica; b.la concentración del fármaco puede ser medida

en fluidos biológicos a lo largo del tiempo; y c.estos fármacos

son capaces de prevenir la invasión, inhibir el crecimiento o

erradicar el agente etiológico; aunque los pacientes tratados con

estos fármacos pueden ser vulnerables a enfermedades infecciosas

adicionales por otros agentes etiológicos (sobreinfección) o los

iniciales que adquieren resistencia (pudiendo transmitirse a

personas no infectadas).

Como vemos, la relación fármaco—agente etiológico es

fundamental y puede y debe ser estudiada en ausencia del

paciente.
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Sin muchas pruebas experimentales, existe la convicción de

que la utilidad terapéutica de un antibiótico puede ser calculada

a partir de su eficacia “in vitro” y la farmacocinética en

humanos. Cabe añadir que la experiencia clínica nos dice que esta

convicción puede ser cierta (172).

Muchos años han pasado antes de la generación de datos

convincentes que indicasen que distintos antibióticos requieren

diferentes esquemas de dosificación para el éxito del tratamiento

en pacientes graves infectados (173), esquemas de dosificación

que son obtenidos de la información de la susceptibilidad

antimicrobiana “in vitro” y modelos animales (170) junto con los

datos farmacocinéticos iniciales (170).

En la discusión de esta tesis comentamos los distintos

aspectos (predictivos/recomendaciones) del desarrollo de CMX:

actividad “in vitro”/estudios microbiológicos, actividad “in

vivo ¡modelos animales, y farmacocinética/EC Fase 1, para

concluir en la elección de las patologías donde evaluar los

esquemas de dosificación obtenidos, en futuros EC fases II y III

con unas características que determinaremos.

1. ACTIVIDAD “IX VITRO” /ESTUDIOS MICROBIOLOGICOS

.

Aunque parece razonable esperar una correlación entre la CMI

y la eficacia terapéutica, no lo es relacionar directamente esta

prueba “in vitro” con la eficacia ‘Un vivo” (172). Aparte de que

el valor de esta determinación “in vitro” es dependiente de las

condiciones de laboratorio en que se realiza la prueba (tales

como inóculo inicial utilizado o medio de cultivo empleado),

parece que una prueba leida por efecto óptico tras 18 a 24 h. de

incubación puede estar influida por los hechos farmacodinámicos

que acontezcan en la primera parte de este periodo, obteniéndose

así valores de lectura idénticos para distintos antibióticos con

distintos microorganismos (172). No sabemos la importancia de

estos efectos farmacodinámicos iniciales, si tenemos en cuenta

117



la farmacocinética del antibiótico y el intervalo de dosificación

utilizado. Por ello, otros parámetros “in vitro” han sido

utilizados, tales como la CHA (174), pero, para diferentes

binomios antibiótico-bacteria, la relación OMI/CHA varia,

indicando que no se deben interpretar los datos farmacocinéticos

utilizando sólo la CMI (172) con respecto a la predicción de

eficacia o/y al establecimiento de esquemas de dosificación.

Debido en parte a estos hechos, los objetivos de los

estudios preclinicos “in vitro”, con respecto a la variable

eficacia, quedan enumerados en las Recomendaciones FDA/IDSA <170)

y europeas <171) de la siguiente forma: a.demostrar la actividad

antiinfectiva “in vitro” frente a microorganismos diana;

b.examinar las condiciones de cultivo que puedan afectar la

actividad antimicrobiana; c.determinar las interacciones con

otros antimicrobianos; y d.suministrar información sobre el

mecanismo de acción y el potencial de desarrollo de resistencias.

Así, los aspectos microbiológicos a estudiar en los estudios

preclinicos (169) son: espectro y efecto inóculo, resistencia y

resistencia cruzada, actividad bactericida y mecanismo de acción.

Estos estudios “in vitro” se complementan con el efecto de

concentraciones subinhibitorias, efecto postantibiótico e

interacciones con otros antimicrobianos recogidas en las

recomendaciones generales <170). El efecto inóculo lo

discutiremos, debido a su implicación, principalmente en los

apartados sobre actividad bactericida y mecanismo de acción;

englobaremos en un mismo apartado los distintos requerimientos

sobre resistencia; y sólo mencionaremos someramente el efecto

postantibiótico y las interacciones con otros antimicrobianos,

debido a la importancia relativamente menor de estos aspectos en

el caso de los betalactámicos.

A continuación veremos estos aspectos de los estudios

microbiológicos.
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1.1. Espectro.

A pesar del objetivo de identificar compuestos con CMI más

bajas frente patógenos de importancia clínica, en contraste con

antibióticos ya utilizados en la práctica diaria, no existe la

garantía de que los antibióticos con bajos valores en este

parámetro puedan controlar exitosamente las infecciones

bacterianas (175). Debido a que la CMI de un antibiótico para un

microorganismo dado y los niveles séricos alcanzados por el

fármaco son fáciles de medir, estas concentraciones han sido la

base sobre la cual han sido construidos los esquemas de

dosificación, en la suposición de que la ecuación “CMI—

concentración sanguínea” parece reflejar actividad biológica

<176). Sin embargo, ya revisamos adecuadamente los problemas en

la capacidad de predicción de eficacia de este parámetro en la

Introducción a esta Tesis, resaltando los concernientes al medio

de cultivo, tasas de muerte a distintos tiempos, tiempos de

incubación (no encajan con la cinética “in vivo”), inactivación

de los fármacos (durante la inadecuada incubación), inóculos y

fases de crecimiento inadecuados y, desde el punto de vista

farmacocinético y con respecto a la parte “niveles séricos” de

la ecuación, son ignorados los efectos de la unión a proteínas

y las concentraciones subinhibitorias, a la vez que estas

concentraciones no reflejan la distribución del fármaco ante la

ausencia de significación cinética de un único nivel (176).

La menor capacidad de predicción de la categoría de

susceptibilidad “sensible” <15) indica que un valor bajo de la

CHI solamente expresa una cierta probabilidad de que el

antibiótico pueda controlar la infección, considerándose, pues,

este parámetro microbiológico de susceptibilidad, un indicador

útil e importante para seleccionar los antibióticos para tratar

infecciones <175), es decir, definitorio de espectro. Los

estudios basados en la CHI deben ser utilizados de forma primaria

para identificar cepas resistentes, y sólo secundariamente como

indicadores de la eficacia de un antibiótico determinado (175).
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Por ello, y de acuerdo con las recomendaciones, el espectro

de actividad se debe determinar mediante este test frente a más

de 500 cepas de aislados clínicos de rutina, con un número

apropiado de especies relevantes y cepas parcialmente resistentes

(169), comparativamente con fármacos habituales aprobados

(especialmente, los del mismo grupo de antimicrobianos) (170).

Si clasificamos los microorganismos según su posible

significación etiológica, obtendremos dos grupos dependiendo del

lugar de adquisición de la infección: nosocomiales y

comunitarios; y, de forma general, cuatro grupos mayores

dependiendo de la localización de la infección: urinaria,

respiratoria, gastrointestinal e intraabdomtnal. CMXno es activo

frente a patógenos nosocomiales. Dentro de las infecciones

comunitarias, no parece muy adecuado frente a patología urinaria

y gastrointestinal, debido a que la única forma galénica es la

parenteral IV. Con respecto a la patología respiratoria adquirida

en la comunidad, presenta cierta actividad frente a los

estreptococos y H.influenzae, pero superada ampliamente por las

cefalosporinas de 3~ generación y desapareciendo en el caso de

penicilin resistencia para los neumococos. Claramente no es un

fármaco anti—estafilocócico.

Su actividad, tras la criba microbiológica, queda centrada

de forma general frente a los agentes etiológicos de la infección

intraabdominal. En este campo, presenta una actividad frente a

enterobacteriaceas comunes (CMI~~ =0.5 mcg/ml) 4 a 16 veces

superior a CFX, y con respecto a B.fraailis (CHI,0 = 2 mcg/ml) 4

a 16 veces superior a CFX y CTT <137), cefamicinas habitualmente

utilizadas en este tipo de infecciones. Las cefalosporinas de 3*

generación son más activas frente a las enterobacteriaceas

comunes pero menos frente a B.fraailis, y la clindamicina y el

metronidazol necesitan de aminoglucósido para el tratamiento de

las infecciones intraabdominales de frecuente etiología mixta.

Parece que, desde el punto de vista microbiológico, los valores

de la CHI para CMX y frente a estos patógenos, indican una

probabilidad de controlar la infección, según esta acepción de
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CMI (175) y la consecuente aplicación en la definición del

espectro. El desarrollo del fármaco ha de dirigirse hacia la

consecución de esquemas de tratamiento y profilaxis de las

distintas infecciones intraabdominales, que deberán mostrar su

eficacia en futuros EC. Desde el punto de vista explicativo, se

habrá de evaluar la predicción de eficacia de la susceptibilidad

“in vitro” en modelos “in vivo” (modelos animales) adecuados para

este tipo de patología, y exigidos o recomendados en las guías

editadas de desarrollo de antibióticos a utilizar en el

tratamiento y prevención de infecciones intraabdominales (177)

(178).

En la determinación de las CHI, el efecto del tamaño del

inóculo bacteriano y la osmolaridad ambiental deben ser

estudiados (170), y debe considerarse la realización de estos

tests con suero humano (170). El estudio del efecto inóculo es

requerido específicamente en las recomendaciones generales para

bacteriología clínica, con respecto a los estudios preclinicos

(169), comparativamente con antibióticos comercializados y

seleccionados dentro del mismo grupo antibiótico (169).

Diversos estudios avalan que el aumento significativo en la

CMI al aumentar el inóculo sobre el que se realiza el TSA, puede

tener significación terapéutica <72) (179) (180). Frente a las

cepas de colección ATCCestudiadas, comparativamente con fármacos

del mismo grupo, CMX no presenta efecto inóculo, como las

cefamicinas y a diferencia de las cefalosporinas de 34

generación. Con respecto a la influencia de la osmolaridad

ambiental, estudiada comparativamente con fármacos del mismo

grupo, CMX y CTZ no presentan variación de la CMI al utilizar

medio estándar o completo, a diferencia de CFX y CTX. Asimismo,

concentraciones de 10 al 50% de suero humano no afectan el

resultado de la CMI determinada en condiciones estándar (medio

Mueller—Hinton, 370C e incubación de 18—24 h.).
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Antes hemos visto la definición del espectro de CMX a partir

de la CMI. Al estudiar el término actividad observamos que ésta

sufre variaciones cuando varian las condiciones del medio. Así,

en términos de actividad, las diferencias existentes entre los

fármacos estudiados desaparecen al enfrentar los antibióticos a

un inóculo alto, más fisiológico (más parecido a los existentes

“in vivo” en infección intraabdominal). Si suprimimos la acción

conjunta de la osmolaridad del medio con la acción propia del

antibiótico, desaparece la actividad inhibitoria similar para las

cefamicinas, ya que la osmolaridad ambiental actúa sobre los

inóculos bacterianos sinérgicamente en el caso de CFX pero no de

CMX. Estos dos efectos, osmolar e inóculo, tienen una influencia

decisiva sobre la eficacia “in vitro” de los antibióticos, medida

en términos de actividad inhibitoria, ya que, si se tienen en

cuenta, CMX presenta una actividad similar a CTX y superior a

CFX, mientras que si no se tienen en cuenta su actividad es muy

inferior a la de CTX y similar a la de CFX, frente a E.coli ATCC

25922. Esta cepa fue escogida para utilizarse después en el

modelo animal, al igual que en los subsiguientes TSA estudiados

con el fin de investigar la predicción de la variación de las

condiciones de laboratorio en la eficacia terapéutica.

Con el estudio de la CMI, hemos definido el espectro de CMX,

y las variaciones que, sobre el crecimiento bacteriano, ejercitan

las condiciones de cultivo, tal como requieren las

recomendaciones editadas (170). Siguiendo con el estudio de este

TSA, entramos en el capitulo del estudio de resistencias.
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1.2. Resistencia.

El efecto letal de los antibióticos es tan fuerte que sólo las bacterias
resistentessobrevivirán. Podemosaceptarlo como consecuencia,usualmente
transitoria, del tratamiento. Pero otros usos inapropiados de los
antibióticos, concretazentela elección inadecuada del antibiótico o del
tiempo de su aplicación,exacerbanel problemade la resistencia.

Levy 5 B (1992). Antibiotie Resistance:A Societal IssueatLocal, National,
and InternationalLeveis. In: Ite Antibiotic Paradox (Hoy Niracle Drugs Are
flestroyinq tbe Niracle). Levy SB. PlenaPresa, PlenaPÉ.Co.,New York.

La mortalidad, la hospitalización,y la duración de la misma, fueronal menos
el doble en los pacientesinfectadospor cepasresistentesvslos infectados
por cepassensiblesde la misma bacteria.

HolmberqSO; Solomon SL and Blake P A (1987). Health and Bconomic ¡ipacta
of Antiuicrobial Resistance.Rey. Infect. Ola. 9:1065—1078.

Para el establecimiento de los “breakpoints” de

susceptibilidad “in vitro” aplicamos la sofisticada fórmula del

grupo de trabajo de la BSAC (25), considerando además que el

número de veces que el nivel sérico debe superar a la CMI es de

2 a 10 (181) (ó de 4 a 10 (74)); esta aproximación nos permite

establecer 2 “breakpoints”: alto y bajo (181). Para aplicar esta

fórmula necesitamos datos del Fase 1 realizado: C3,~ y t112, datos

que discutiremos posteriormente, pero cuyos valores son de

aproximadamente 120 mcg/ml y 2 h. respectivamente, para la

dosificación de 2gr. Además, necesitamos conocer el % de unión

a proteínas: 68% (135).

Aplicando la fórmula reseñada en el apartado

Introducción y deslizando el valor al más próximo

de diluciones que contenga la número 1, obtenemos

para los “breakpoints” de 64 mcg/ml y entre 8 y

resultado de la fórmula es 12), para necesidades

de la CMI, por parte del nivel sérico, de 2

respectivamente.

1.2.3. de la

en la escala

unos valores

16 mcg/ml (el

de superación

y 10 veces,

Con estos “breakpoints”, y con respecto a los aislados

ensayados en el estudio comparativo de actividad frente a

aislados bacteriémicos (137), el 100% de las cepas de los géneros
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Escherichia, Ríebsiella, Proteus, Providencia y Bacteroides

resultaron sensibles de utilizar el “breakpoint” alto (64

mcg/ml).

Veremos más adelante, en el modelo animal, que el número de

veces que la C,..~ debe superar la CMI es de aproximadamente 2 para

el caso de CMX, por lo que, a priori, parece correcto utilizar

el “breakpoint” de 64 mcg/ml. sin embargo, y a pesar de que los

modelos animales son requeridos como parte de una aplicación IND

(Investigational New Drug) (170), el resultado de los modelos

animales en el diseño de estudios Fase II (diseño de regímenes

y determinación de los intervalos de dosificación) (170) no puede

ser extrapolado directamente al uso en humanos (EC) debido a las

diferencias mayores existentes entre humanos y animales <170).

Por ello e inicialmente en el desarrollo preclinico, aunque los

“breakpoints” tentativos se seleccionan a partir de las

relaciones de la CMI y farmacocinética (en las fases iniciales

del desarrollo, 1 y II) (182) para ser utilizados (modificados

y definitivamente fijados) en las fases II y III, parece lógico

utilizar como “breakpoint” el valor más bajo (16 mcg/ml, similar

a otros fármacos del mismo grupo) que es el correspondiente a la

necesidad de que la ~ supere en 10 veces la CMI.

Utilizando este “breakpoint” el 100% de las

enterobacteriaceas antes citadas resultan susceptibles y, al

menos el 90% de las cepas pertenecientes al género Bacteroides

,

ya sean especie fragilis o grupo fragilis, ya que la CHI90 para

estas cepas es de 2 mcg/ml y 16 mcg/ml, respectivamente.

Con esta tasa de resistencias, a partir del establecimiento

del “breakpoint” elegido con los criterios del BSAC más

rigurosos, parece lógico, otra vez, situar CMX como candidato a

EC Fases II y III en terapéutica y profilaxis de infecciones

intraabdominales, de forma general.
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A pesar de que no existe necesidad de identificar los

mecanismos de resistencia antes de empezar los EC (169), es

recomendado estudiar la aparición de resistencia (sometiendo a

inóculos altos a altas concentraciones antibióticas) (170). En

los estudios preclinicos de actividad antimicrobiana por dilución

ha de medirse la resistencia cruzada con antibióticos de la misma

familia, aprobados y representativos en la comunidad (usados en

indicaciones similares a las que se intenta conseguir) (169), o

pertenecientes a otro grupo (170) y usados en estas indicaciones

<en nuestro caso, infecciones intraabdominales). La muestra

ensayada debe incluir cohortes seleccionadas de cepas (169),

además de los aislados clínicos representativos, de forma que,

en vez de determinar la CMI a miles de bacterias resistentes, el

uso de mutantes isogénicas con mecanismos de resistencia bien

definidos puede obviar el tiempo de laboratorio (28). Por último,

se debe estudiar la estabilidad de la actividad antimicrobiana

frente a cepas representativas de las especies apropiadas (169),

con respecto a la patología en la que el fármaco se pretende

ensayar.

Con respecto a la aparición de resistencia, no se detecta

sobre la base del método citado, utilizando E.coli ATCC en los

experimentos correspondientes a los estudios números 4 y 5, con

inóculo alto y altas concentraciones antibióticas <=4 mcg/ml),

en que los recuentos bacterianos están por debajo del limite de

detección tras 20 h. de incubación.

Los datos del estudio número 1 (Informe Final y Póster

presentado en el XXX ICAAC, correspondiente a la cita 137)

indican una ausencia de resistencia cruzada para los géneros

Escherichia, Ríebsiella y Proteus, ya que todos los aislamientos

clínicos fueron sensibles a los antibióticos estudiados y muy por

debajo del “breakpoint” de susceptibilidad. Menos del 10% de los

aislados clínicos de E.coli resultaron resistentes a CFX y

sensibles a CMX y CTT. En el estudio número 10 el 50% de las

cepas de Hacteroides grupo fragilis resistentes a CFX son

sensibles a CMX, sin embargo, el 34% de las cepas de Bacteroides
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grupo fragilis resultaron resistentes a ambos antibióticos

(tomando para ambos un “breakpoint” de 16 mcg/ml), a pesar de la

actividad de CMXfrente a B.thetaiotaomicron resistentes a otras

cefalosporinas (128). Sí existe en nuestra comunidad una fuerte

identidad en la resistencia de CMX y clindamicina (22%) a los

mismos aislamientos de Bacteroides grupo fragilis (con un

“breakpoint” de 8 mcg/ml para clindamicina el 36% de las cepas

resultaron resistentes a este fármaco). No se detectaron

aislamientos resistentes, ni resistencia cruzada con

metronidazol.

CMX fue más activo que CFX frente a cepas de

enterobacteriaceas portadoras de las nuevas betalactamasas de

amplio espectro (137), aumentandola CMI de estas cepas en sus

isogénicas OmpFmutantes, de 2 a 4 veces (137) y dentro del rango

de sensibilidad. Parece, pues, que CMX no presenta resistencia

cruzada con fármacos del mismo grupo, frente a las

enterobacteriaceas comúnmente implicadas en la infección

intraabdominal, y que el porcentaje de susceptibilidad no decrece

ante la aparición de los dos mecanismos de resistencia citados.

Sin embargo, la tasa de resistencia cruzada de Bacteroides grupo

fragilis con CFX se sitúa en un 34% y en un 22% para

clindamicina.

Las tasas de resistencia cruzada para B.fraailis, principal

anaerobio implicado en patología quirúrgica intraabdominal, son

muy inferiores (<10%) a las del Bacteroides grupo fragilis, ya

que el rango de CMI es de 0.5 a 64 y 2 a 32 mcg/ml para CMX y

CFX, respectivamente, con una CHI,0 de 2 y 16 para ambos

antibióticos, respectivamente (tomado del ¡‘éster presentado en

el XXXII ICAAC y correspondiente a la cita 137).

Por último, y con respecto a la estabilidad en la actividad

biológica de CMX, vemos la posibilidad del decrementode la misma

por extractos crudos de betalactamasasde E.coli ATCC 25922 (141)

o de cepas de ¡3acteroides fracilis productoras de cefaminasas

(140). CMX y CFX tienen una susceptibilidad similar a los
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extractos crudos de esta cepas de Bacteroides, sugiriendo una

completa resistencia cruzada entre estas cepas productoras de

cefaminasas (140). Las cepas de Bacteroides productoras de

cefaminasasson aislamientos esporádicos, aunqueha de esperarse

su aumento de incrementarse la utilización de cefamicinas (140),

quizá dependiendotambién de dosis e intervalos de dosificación

inadecuados, ya que el factor clave es el tiempo de incubación

y sólo 2 de los extractos (cepas) de los 8 ensayadosprodujeron

una reducción significativa tras 5 h. de incubación. Con respecto

al E.coli ATCC 25922, el decremento hasta una actividad del 20%

se produjo tras 24 h. de incubación. Por ello, parece lógico el

resultado del estudio número 12 donde se demuestra la estabilidad

de CMX, tanto frente a cultivos puros de E.coli como de

B.fraailis y la asociación de ambos (143), tras 6 h. de

incubación. Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos

por otros autores (183) con mayor número de cepas de B.fraailis

.

El tiempo de incubación en el estudio de consumo citado y

realizado en nuestro país (número 12, (143)) es importante ya que

es superior al intervalo de dosificación que utilizamos en el

modelo animal, por lo que los resultados de éste no podrían

atribuirse teóricamente a una inactivación enzimática por la cepa

de E.coli ATCC 25922. Por otra parte, con CFX se observa, en

otros estudios (128), una inactivación a lo largo del tiempo, por

cultivos mixtos E.coli-¶Jragflia, inactivación que es mucho

mayor en el caso de CTX (143), fácilmente inactivado por la

betalactamasadel anaerobio que impide su acción frente a E.coli

.

Por lo que parece que sólo cefalosporinas como CMXy cefmetazol

parecen tener actividad y estabilidad frente a cultivos mixtos

(143).

Desde el punto de vista del estudio comparativo de las

resistencias, parece que CMX presenta tasas de susceptibilidad

próximas al 100% para los principales patógenos responsables de

la infección intraabdominal, enterobacteriaceas comunes y

H.fraailis, que, en el 80% de los casos, es adquirida en la

comunidad (177), donde todavía se debate la necesidad de
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cobertura de Enterococcus faecalis (CMX presenta unas CM150 y

CM190 de 32 y 64 mcg/ml, respectivamente, a este germen, con un

rango de 32 a 64 mcg/ml: Informe final del estudio número 1 y

póster correspondiente a la cita 137). La relevancia de la

resistencia cruzada es relativa por afectar fundamentalmente a

Bacteroides del grupo fragilis, aunqueel aumentodel uso de las

cefamicinas, de forma inadecuada (con respecto a dosificación o

indicación), puede incrementar la prevalencia, de las actualmente

esporádicas, cepas de B.fraailis productoras de cefaminasas.

Frente a cepas control representantes de las cepas actuales, en

cultivos mixtos, CMX mantiene su actividad un tiempo superior al

intervalo de dosificación utilizado en el modelo animal de

infección intraabdominal, y próximo, como veremos, al intervalo

de dosificación que deduciremos para EC en este tipo de

infecciones en pacientes graves.

1.3. Actividad bactericida.

La pérdida de viabilidad es expresada como la proporción de

inóculo transformado en no viable a lo largo del tiempo. En esta

prueba se informa de la actividad de una concentración fija a lo

largo de intervalos de tiempo, que deben ser escogidos para

cuantificar la velocidad o persistencia del efecto bactericida

(120). Aunque estos tests no necesitan preceder los estudios

clínicos de un nuevo antibiótico, los datos microbiológicos

obtenidos antes de que el antibiótico sea aprobado para los

primeros EC deben incluir información general sobre la actividad

bactericida frente a cepas apropiadas, por métodos estandarizados

(184) y en paralelo con antibióticos del mismo grupo aprobados

para su uso (169).

A lo largo del desarrollo preterapéutico de CMX hemos

estudiado comparativamente su actividad bactericida frente a

cepas control, prototipo de los agentes etiológicos de patología

mixta intraabdominal: E.coli ATCC 25922 y B.fragilis MCC 25285.

En distintos estudios los inóculos sobre los que se estudia la

acción antibiótica han variado desde 5x10
5 uf c/ml a 10~ ufc/ml,
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con puntos de recuento bacteriano a las 0, 1.5, 3, 6 y 24 h., y

utilizando medios de cultivo estándar (Mueller-Hinton),

fisiológico <medio completo para excluir el posible sinergismo

con la osmolaridad ambiental) y Mueller—Hinton con suero humano

(para estudiar el posible sinergismo del antibiótico con el suero

humano).

La mayoría de los estudios tienen como diana al E.coli ATCC

25922 ya que sería utilizado como germen infectante en el modelo

animal, por lo cual podríamos relacionar el peso específico de

cada uno de estos factores en la predicción de eficacia

terapéutica en el modelo, aunque la relevancia de los tests

rutinarios de la actividad bactericida ‘Un vitro” como guía de

manejo clínico no es clara (169). Así, no existe garantía de que

antibióticos con la CMBbajas puedan controlar exitosamente las

infecciones bacterianas (175), indicando que la CMB, como la CMI,

deben ser usadas primeramente para identificar cepas resistentes

y, sólo en segundo lugar, para indicar la efectividad

<probabilidad de eficacia) de un antibiótico (175).

CMX, al igual que los fármacos control, resulta bactericida

a las 24 h. (CMB similar, no mayor de una dilución, a la CMI).

Dejando aparte esta prueba ‘Un vitro” estática, de escaso

valor predictivo, estudiamos curvas de muerte bacteriana, donde

nos aproximaremos al problema incubando el inóculo por un periodo

similar al del intervalo de dosificación utilizado en el modelo

animal. Los distintos puntos de recuento bacteriano nos dan la

velocidad de acción bactericida. Este hecho quizás sea más

predictivo ya que los fármacos que inhiben preferentemente la

PBP3 presentan efecto inóculo <138) y son bacteriostáticos de

forma muy lenta y bactericidas de forma aún más lenta (181). Si

existe una relación entre actividad bactericida y efecto inóculo,

y el efecto inóculo es un factor que modula la predicción de

eficacia (72) (185), puede ser que esta forma de medición de la

actividad bactericida sea más predictiva de actividad ‘Un vivo”.
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En los estudios llevados a cabo hemos observado la

modulación de la actividad bactericida por el efecto inóculo: los

fármacos que no presentan efecto inóculo ejercen una actividad

bactericida significativamente mayor que los fármacos que sí lo

presentan, con independencia del inóculo inicial empleado. La

expresión actividad bactericida es referida aquí tanto en

términos de magnitud de descenso de inóculo inicial como de

velocidad para conseguir dicho descenso (descensos

significativos, =2.3 log, del inóculo inicial estándar o alto se

consiguen a las 3 h. para las cefamicinas y a partir de las 6 h.

para las cefalosporinas de 3~ generación).

Por otra parte, la actividad bactericida está modulada por

el efecto sinérgico de la osmolaridad del medio. Así, CFX y CTX

aumentan su CMI al utilizar medio completo que excluye el efecto

de la osmolaridad del medio. Pues bien, estos fármacos producen

un decremento del inóculo inicial <5x106 ufo/mí) de 100 a loan

veces dependiendo de la concentración (efecto osmolar

concentración dependiente) y a diferencia significativa de los

fármacos que no presentan efecto osmolar los cuales producen

decremento del orden de 10000 veces con independencia de la

concentración ensayada (concentraciones fisiológicas en ratas:

2, 4 y 8 mcg/ml).

En el modelo animal, que discutiremos posteriormente, el

inóculo de E.coli ATCC 25922 es alto <ía6> y la segunda dosis de

antibiótico se administra a las 5 h. El mayor descenso de

inóculos iniciales altos para una misma concentración, y la

consecución de dicho descenso en un intervalo inferior al tiempo

de administración de la segunda dosis, de CMXvs CTX, y el mayor

descenso vs CFX que produce sobre el inóculo inicial cuando se

excluye la osmolaridad del medio, si podrían tener valor

predictivo de eficacia en el modelo animal.

Otros autores (127) con diferente metodología sugieren que

CMXes más bactericida que lo predecible por la CMI, y encuentran

una buena correlación entre la actividad “in vivo” y la CMB,
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especialmente cuando se determina tras 6 h. de incubación.

Cuando tenemos en cuenta el efecto del suero humano sobre

la actividad bactericida observamos la disminución de la CMBtras

6 y 24 h. de incubación en presencia de 50% de suero humano

frente a E.coli ATCC 25922 (estudio número 15). Parece que existe

un sinergismo entre el suero y el antibiótico problema, CMX. Por

otra parte, y utilizando curvas de muerte bacteriana, el efecto

sinérgico con 10% de suero humano se detectó frente a B.fraailis

de forma creciente según se incrementaba la concentración

antibiótica hasta hacerse significativo a concentraciones de 8

mcg/ml. La acción bactericida es dependiente de la concentración

antibiótica y de la dilución sérica (186), postulándose la

posible existencia de componentes ultrafiltrables séricos que

aumenten la actividad de las cefalosporinas frente a bacilos gram

negativos (99). Nuestros resultados coinciden con los de otros

autores <187) donde la actividad bactericida “in vitro” de CMX

(tras un corto período de exposición, 2 h.,) se vela aumentada en

presencia de suero no tratado de ratón (normal y neutropénico),

de forma más evidente que los fármacos control y frente a cepas

de enterobacteriaceas. Las actividades bactericidas determinadas

así en este trabajo se correlacionaban bien con la actividad “in

vivo” en ratones inmunocomprometidos (187).

La ausencia de efecto inóculo y efecto osmolar, y el efecto

del suero humano, podría inicialmente ayudar a explicar la mayor

actividad “in vivo” de CMXvs fármacos control, descrita en otros

estudios (127) (132). Sin embargo, a la hora de predicción de

eficacia los resultados de las curvas de muerte bacteriana son

difíciles de incluir en una ecuación actividad ‘Un vitro”—

farmacocinética. Por ello, parece más lógico estudiar la

influencia de la actividad bactericida “in vitro” en la eficacia

“in vivo” de forma indirecta, observando la predicción de la

actividad bactericida a partir de la actividad bacteriostática.

La relación, de existir, podría trasladarse a la actividad ‘sin

vivo”, ya que el dato puntual de actividad bacteriostática es

incluible de forma más fácil en la ecuación TSA—parámetro
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farmacocinético.

De los experimentos de actividad bactericida concluimos, en

el apartado de Resultados, que para la consecuci6n de una

magnitud de actividad bactericida determinada es necesario

alcanzar la CMI realizada en medio completo, ante la exclusión

del efecto inóculo, o la CMI realizada sobre un inóculo alto,

ante la exclusión del efecto osmolar. Por ello, parece más

predictiva de la actividad bactericida, medida como decremento

de la viabilidad bacteriana (a los tiempos determinados,

inferiores a las 6 h.), la CMI realizada con inóculo alto y en

un medio completo. En el apartado de actividad bacteriostática

comentamos la mayor actividad de CMX vs CFX en términos CMI,<~ y

por otra parte hemos visto la consecución más rápida de actividad

bactericida significativa para fármacos sin efecto mácula (CMX

vs CTX). De resultar más predictiva de eficacia terapéutica la

CMIMCIC que la CMI convencional, la actividad bactericida “in

vitro” tendría una intervención directa en la actividad “in

vivo”.

1.4. Mecanismo de acción.

Hemos comentado con anterioridad la relación existente entre

efecto mácula, actividad bactericida y mecanismo de acción

(diana, PSP, de los fármacos estudiados). La tercera cara del

problema es la lisis bacteriana (actividad lítica) versus efectos

morfológicos celulares, como expresión del mecanismo de acción.

Al existir una relación entre mecanismo de acción y efecto

mácula (138), como hemos visto, y una relación, también, entre

este parámetro y la actividad bactericida <181), el mecanismo de

acción tendría una acción directa sobre la actividad “in vivo”,

ante la implicación de la actividad bactericida en esta actividad

“in vivo” (187), ya comentada en el apartado C de esta discusión.

La veracidad de este desarrollo lógico implicaría una relación

tridimensional entre efecto inóculo, actividad bactericida y

actividad bacteriolitica, introduciendo el concepto de biomasa

(masa bacteriana).
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En un modelo animal para el estudio de la actividad “in

vivo” hay que distinguir los factores bacterianos que contribuyen

directamente a la virulencia bacteriana (morfología bacteriana,

tasa de crecimiento y productos metabólicos, como toxinas y

enzimas degradantes de antibióticos), de los factores defensivos

del huésped, y la presencia de productos exógenos (antibióticos)

(188).

Es por esto que el concepto de biomasa adquiere importancia,

ya que la virulencia es definida como masa bacteriana capaz de

producir daño (cuantificable como mortalidad) a un huésped

determinado (189).

Los efectos diferentes de los antibióticos betalactámicos,

frente a bacilos gram negativos, dependen de las afinidades

relativas por las distintas PB? (190). La mayoría de las células

de E.coli presentan una longitud de 3 gm (191) y un peso de

3.67xl0~ mg (188). Cuando ocurre un alargamiento hasta tamaños

>10 pm la célula se denomina filamento, resultante de la

multiplicación sin septación a células individuales, por lo cual

el filamento contiene numerosos genomas. En contraste con la

muerte bacteriana (lisis), el filamento tiene el potencial de

reasumir una tasa normal de crecimiento 2 h. (188) después de la

desaparición del antibiótico. Este hecho puede tener importancia

“in vivo” ante la caída de las concentraciones antibióticas por

debajo de la CMI antes de la administración de la siguiente

dosis.

Desde un punto de vista pragmático parece lógico pensar que

el efecto óptimo antibacteriano es la lisis celular en vez de la

filamentación, ante la posibilidad de crecimiento posterior, en

este último caso, y aunque los filamentos sean más susceptibles

a la acción bactericida de los PMN que las unidades bacterianas

normales <192). Así, en el modelo animal podría influir este

hecho, ya que para conseguir una disminución de la mortalidad

=95%, el tiempo que el antibiótico sérico debe superar la CMI es

de aproximadamente 1.5 h. para las cefamicinas y superior a 4 h.
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para CTX. Como hemos visto, la acción de las cefamicinas es

lítica de inóculos densos (del mismo tamaño que los utilizados

en el modelo animal), a concentraciones muy inferiores, en

términos CMI, a las cefalosporinas de 34 generación (138),

correlacionándose bien con los cambios morfológicos

(esferoplastos y lisis en las cefalosporinas de 2~ generación vs

filamentos en las de 34 generación, a estas concentraciones

(138)).

Parece, nuevamente, que este efecto lítico influye sobre la

actividad “in vivo” desde un punto de vista temporal, ante la

necesidad de superar la CMI un tiempo más próximo a la segunda

dosis con las cefalosporinas de 3~ generación, necesitándose la

administración de esta segunda dosis antes de que los filamentos

puedan asumir una tasa normal de crecimiento (2 h. después de la

caída del antibiótico por debajo de la CMI). Otra vez el efecto

inóculo aparece como protagonista al igualarse los tiempos que

el nivel debe superar la CMI cuando ésta se realiza con inóculo

alto. La importancia de la lisis bacteriana queda reflejada ante

la similitud del número de veces que la concentración sérica debe

superar la concentración necesaria para lisar el 75% de la masa

bacteriana (aproximadamente 3 veces), o el número de horas que

el nivel sérico debe superar dicha concentración, para la

obtención de una mortalidad =5%, para las cefamicinas y CTX. La

marcada actividad bactericida de CMX (138), relacionada con su

actividad lítica de la biomasa (reflejo de sus efectos

morfológicos celulares), en contraste con los fármacos control

(CMX presenta valores inferiores de CLM), parecen explicar, desde

el punto de vista microbiológico (excluyendo ahora los factores

farmacocinéticos), su actividad ‘Un vivo”.

En presencia de antibióticos, el desarrollo morfológico de

un bacilo depende de la estructura química de los antibióticos,

su concentración en el medio, tiempo de exposición, especie

expuesta y técnica usada (188). La CLM, determinada en las

condiciones en que se han realizado los experimentos

turbidimétricos (medio completo, inóculo alto), integra los
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efectos inóculo y osmolar, así como los derivados del mecanismo

de acción. Hemos visto una dicotomía entre la viabilidad y la

biomasa para las cefalosporinas de 34 generación, al incrementar

la concentración antibiótica, compatible con la acción

morfológica de filamentación en la microscopia. Muchas

cefamicinas tienen fuerte actividad antimicrobiana, sin embargo,

las similares a las cefalosporinas de 34 generación (moxalactam)

tienen escaso efecto lítico temprano tras la adición del

antibiótico (190), a diferencia de CMX que también, en la

experiencia de otros autores, muestra una acción bacteriolítica

mucho mayor de forma rápida tras la adición antibiótica (190>.

CFX muestra un modo de acción intermedio entre CMXy moxalactam

(190). La notable actividad lítica de los compuestos

betalactámicos en cuya estructura se presenta un D—aminoácido,

puede ser entendida por su unión a determinadas PBP (dianas

líticas como en el caso de otras cefamicinas, PB? la/lb), junto

con la unión del terminal D—amino al péptidoglicano,

probablemente inhibiendo la unión de este péptidoglicano a la

lipoproteina (126) (193).

1.5. Efecto de concentraciones subinhibitorias.

Se ha necesitado un término para definir la concentración

mínima de antibiótico que afectase la estructura bacteriana sin

variar significativamente la viabilidad bacteriana (174). Como

siempre, y más cuando se estudia la predicción de eficacia, el

problema reside en el término “significativamente”. Lorian define

la CMAcomo la concentración que causa un efecto inhibitorio que

es observado en 5.5 h., en las cuales el 90% de la población

bacteriana es inhibida, por una parte, y que causa alteraciones

morfológicas o estructurales en la bacteria, por otra (194)

(195).

Atendiendo a esta definición, y desde un punto de vista

turbidimétrico, observamos (Gráfico 5 izq) una inhibición de la

biomasa bacteriana inicial correspondiente a un inóculo estándar

durante más de 6 h. (superior al intervalo entre las dos dosis
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en el modelo animal) con 0.5 mcg/ml de CMX, 2 mcg/ml de CFX y

0.03 mcg/ml de CTX; concentraciones subinhibitorias para CMX e

inhibitorias para CFX y CTX.

Las recomendaciones generales para la evaluación clínica de

antimicrobianos definen (170) concentraciones subinhibitorias

como aquellas concentraciones por debajo de la CMI que ejercen

efectos biológicos distintos a la prevención del crecimiento

microbiano. Desde el punto de vista de la CMA (en los

experimentos turbidimétricos realizados sobre inóculo estándar)

con respecto al control (0.5 y 1 mcg/ml para CMX y CFX,

respectivamente), este parámetro marca la concentración a partir

de la cual es detectable la actividad lítica de inóculos altos

de las cefamicinas, mientras que este hecho ocurre a

concentraciones de 15 a 60 veces en las cefalosporinas de 3

generación. Por ello, una acción conjunta sobre la biomasa y la

viabilidad (de inóculos iniciales altos) se expresa a

concentraciones subinhibitorias para CMX <0.5 mcg/ml),

inhibitorias para CFX (2 mcg/ml) y suprainhibitorias para las

cefalosporinas de 34 generación. Es menor la dicotomía entre

biomasa y viabilidad con CMX en contraste con los fármacos

control.

Así, las concentraciones séricas interdosis correspondientes

a la DE mínima en el modelo animal, superan de 2 a 3 h. la CMA

de las cefamicinas y un tiempo superior a las 5 h. para CTX.

Aunque los efectos morfológicos han sido reconocidos

primeramente ‘Un vitro”, también han sido observados cambios

estructurales similares en muestras clínicas de pacientes que

recibían terapia antibiótica (196).

Se ha discutido en apartados anteriores la influencia de la

actividad lítica antibiótica sobre la eficacia “in vivo” que, en

términos predictivos, en los resultados del modelo animal se

plasmaba en las relaciones de los parámetros farmacocinéticos

temporales con las CLM. Cabe preguntarse, ante la influencia de
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la lisis bacteriana en la eficacia “in vivo”, si el comienzo

precoz (en términos tiempo y/o concentración) de dicha actividad

lítica influiría también sobre dicha actividad “in vivo”.

Hemos estudiado dos parámetros farmacocinéticos temporales

en el modelo animal: t (tiempo de antibiótico interdosis) y T

(tiempo de antibiótico medido sólo a partir del pico). Desde un

punto de vista dinámico, t representa el ascenso de

concentraciones desde O <y concentraciones subinhibitorias) hasta

el pico sérico (que contempla concentraciones suprainhibitorias)

y T representa el descenso de concentraciones suprainhibitorias

a lo largo del tiempo desde el pico sérico hasta concentraciones

subinhibitorias.

En el modelo animal realizado, y desde un punto de vista

dinámico del efecto dosis-respuesta (apartado 7.3 de los

Resultados), parece que existe una capacidad de predicción

similar, de eficacia ‘Un vivo”, al relacionar t O T con las CLM,

al menos con CFX y CTX (ya que no se estudió la curva dosis—

respuesta para t/TSA con CMX). Este hecho también ocurre cuando

se evalúan de forma estática las relaciones t o T con CLM (Tabla

25); en este caso parece existir incluso una mayor capacidad

predictiva de T/CLM~O% (2.6—2.9, con independencia del fármaco),

que t/CLM3O~ (que presenta una mayor dispersión de valores, rango

1.5—2.6, para los fármacos estudiados). Con los datos que

disponemos (predicción similar para T —tiempo de concentración

a partir del pico— o t —tiempo de concentración total interdosis—

en relación con la CLM) no parece que la precocidad en la acción

lítica tenga un efecto (en contraste con los otros efectos

estudiados, tales como el efecto inóculo) cuantificable de forma

patente sobre la eficacia “in vivo” en el modelo animal no

inmunocomprometido de sepsis intraabdominal descrito.

En este modelo animal la primera dosis se administró 30 mm.

después de un inóculo alto bacteriano. Este tiempo es igual al

periodo ventana de CMX. A pesar de que CMXpertenece al grupo de

fármacos activos al menos en las fases iniciales del desarrollo
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de la tolerancia fenotipica (59), es decir, activos frente a

bacterias con tiempos amplios de generación (cultivos con bajas

tasas de crecimiento, similares a las que ocurren “in vivo”), se

situó a los tres fármacos, CMX, CFX y CTX, en situación similar,

no pudiendo atribuirse los resultados a la posible omisión de la

tolerancia fenotipica por parte de CMX, ya que se administró tras

el periodo ventana. Sin embargo, desde un punto de vista

conceptual, parece que fármacos activos en las fases iniciales

del desarrollo de la tolerancia fenotipica (tasas bajas de

crecimiento por deprivación de nutrientes, o inóculos densos),

o que presenten una actividad lítica (de inóculos densos) precoz

y/o a concentraciones bajas, son importantes en el tratamiento

de infecciones que requieren optimnización de los efectos

bactericidas <59), ante la evidencia en contra de la relación de

destrucción bacteriana rápida y respuesta adversa al tratamiento

(197) por liberación de endotoxina (198).

Otros autores (190) han encontrado también una actividad

mucho más bacteriolitica de CMX, tanto desde el punto de vista

temporal (rápidamente tras la adición del antibiótico), como

desde el punto de vista de concentración antibiótica (ocurre a

concentraciones subinhibitorias).

1.6. Efecto postantibiótico.

El hecho de que CMXsuprimiera la proliferación bacteriana,

incluso cuando las concentraciones antibióticas caían por debajo

de la CMI, sugería (129) un efecto postantibiótico similar al

observado con IMP y aminoglicósidos (129), pero no las

cefamicinas y otras cefalosporinas (199).

Las recomendaciones para bacteriología clínica (169)

recomiendan la valoración del efecto postantibiótico (aunque no

como un estándar sobre el que los “breakpoints” o las

recomendaciones de dosificación sean deducidos), ante una

discrepancia de los resultados “in vitro”/”in vivo”, o bien como

parte de los estudios de laboratorio adicionales requeridos para
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la valoración de cambios en la dosificación y/o resolución de

aspectos discrepantes en las bases de datos en desarrollo.

En los resultados de los estudios ‘Un vitre” (apartado 2.5.

de los Resultados) observamos que CMXno presenta PAE valorables,

a concentraciones alcanzables “in vivo”, tanto frente a cultivos

monobacterianos como frente a cultivos mixtos.

Estos resultados ‘Un vitro” son comunes a los antibióticos

betalactámicos (200), donde el PAE es pequeño, nulo o, incluso,

negativo a concentraciones cercanas a la CMI (109) (150). Sin

embargo, en otros estudios <201), el tiempo requerido para que

una cepa de Klebsiella nneumoniae se multiplicase al nivel de

recuento bacteriano previo a la dilución del antibiótico fue de

12 h. (tiempo de incubación bacteria-antibiótico: 2 h.), y el

tiempo requerido “in vivo” (modelo animal: inoculación

intraperitoneal en ratones de l0~ uf c/ml de la misma cepa y

tratados 2 h. después con 112.5 mg/Kg de CMX) para alcanzar los

recuentos bacterianos antes del tratamiento antibiótico fue de

14 h. (201).

A pesar de estos resultados discrepantes, probablemente

debidos a distintas metodologías y a la atribución de los efectos

‘Un vivo” a distintas explicaciones de observaciones “in vitro”,

no parece lógico introducir en una ecuación actividad ‘Un vitro”—

farmacocinética, cuyo objetivo es la predicción de eficacia y el

establecimiento de esquemas de dosificación, el PAE de un

betalactámico, que por su espectro va dirigido a infecciones

intraabdominales muchas veces de etiología mixta.

1.7. Interacciones con otros antijuicrobianos.

Debido a la posibilidad del doble mecanismo de acción de CMX

(PBP, lipoproteina), parece tentador explorar el sinerqismo de

CMX, no sólo con antibióticos aminoglicósidos, sino también con

antibióticos betalactámicos para aunar la actividad lítica

incrementada de CMXcon una ampliación de espectro atribuible al
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otro antibiótico.

En los estudios realizados observamos un sinergismo claro

con AMK y una indiferencia con CTD. En otros trabajos (202), y

utilizando métodos turbidimétricos, no se observó el antagonismo

de la combinación con ciertos antibióticos betalactámicos (203)

(204), atribuible a la inducción de betalactamasas (aspecto aún

por estudiar y cuantificar para CMX). En estos trabajos se

observó un aumento de la actividad bacteriolitica tras el

pretratamiento durante 1 h. con PIP, seguido del tratamiento

combinado con CMX, atribuido al incremento en la penetración de

CMX tras la filamentación inducida por PIP. La situación inversa

(pretratamiento con CMX) resultó en indiferencia.

Nuevamente, ante estos resultados probablemente dependientes

de factores metodológicos, no parece lógico, a partir de los

datos obtenidos “in vitro” en el desarrollo de CMX, plantear

combinaciones dobles de betalactámicos en los futuros EC de un

antibiótico cuyo espectro lo dirige a la infección intraabdominal

(etiología mixta), ante la falta de predicción de la categoría

sinergismo y la predicción de la categoría antagonismo en un

análisis critico a que debe someterse cualquier combinación de

un nuevo antibiótico (43).

2. ACTIVIDAD “nl VIVO”. MODELOSANIMALES

.

Desde un punto de vista pragmático, los modelos animales de

eficacia, como parte de la información necesaria de un nuevo

antibiótico antes de la realización de EC en, se requieren, de

forma previa al desarrollo clínico de un fármaco, para el

tratamiento de infecciones intraabdominales (177), pero no para

el tratamiento de enfermedad pélvica inflamatoria (205). Antes

de EC en profilaxis de cirugía colorectal el fármaco debe haber

demostrado eficacia en el tratamiento de la infección

intraabdominal <178).
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Desde un punto de vista explicativo, las recomendaciones

generales para bacteriología clínica (169) establecen claramente

tres aspectos:

a. los modelos animales de infección deben ser usados para tests

de inóculos seleccionados, y diseñados como estudios dosis—

respuesta para establecer la eficacia “in vivo

b. si los resultados preliminares de la infección experimental

muestran una discrepancia significativa en la predicción de la

eficacia “in vivo” sobre la base de la eficacia “in vitro”, debe

estudiarse el origen de dicha discrepancia.

c. es necesario un método adecuado de la predicción de la

eficacia “in vivo” antes de iniciar ECs.

Debido a estos hechos el modelo animal estudiado en esta

tesis es de infección intraabdominal (condición pragmática) y

monobacteriano (condición explicativa).

2.1. Modelo animal de eficacia. Estudio dosis—respuesta.

CMXresultó significativamente más activo “in vivo” que los

fármacos control (CFX y CTX), tanto desde el punto de vista de

la dosis necesaria para conseguir un decremento de mortalidad

=95%(30 veces más activo que CFX y 5 veces más que CTX), de la

mortalidad obtenida con una dosis de 0.2 mg <mortalidad del 2.5%

para CMX y >15% para los fármacos control), como desde el punto

de vista del número de veces que ¡LE. mínima definida debe

superar la CMI (15 veces más activo que CFX y 165 veces más que

CTX).

2.2. Estudio de la discrepancia “in vivo”/”in vitro”.

Evidentemente existe una discrepancia entre la actividad “in

vitro” e “in vivo”. “In vitro” CMX resulta, en términos CMI, 2

veces menos activo que CPX y 30 veces menos que CTX.

A lo largo de esta discusión hemos comentado factores
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relevantes que pueden influir, o influyen, sobre la actividad “in
It

vivo , tanto a partir de los estudios objeto de esta tesis, como
de los realizados por otros autores. De forma básica, parte de

la discusión se ha centrado en la trilogía actividad bactericida

(viabilidad), actividad bacteriolítica (biomasa) y efecto

inóculos. Estas tres facetas de una misma situación tienen

influencia en la eficacia “in vivo”, y son dependientes, en

última instancia, del mecanismo de acción del fármaco. Estos

factores microbiológicos “in vitro” favorecen a CMX: ausencia de

efecto inóculo, principalmente, pero también mayor (en términos

de necesidad de menor concentración) actividad bactericida <tanto

desde el punto de vista de la magnitud conseguida como del tiempo

necesario para alcanzarla), actividad lítica (tanto desde el

punto de vista de la concentración a que comienza a ejercerse

como de la magnitud conseguida) y ausencia de decremento de

actividad al suprimir el efecto de la osmolaridad ambiental.

Estos factores “in vitro”, comentados con anterioridad a lo

largo de esta tesis, pueden explicar en parte la dicotomía “in

vivo”/”in vitro” ya que no existe una uniformidad en los

resultados de la relación D.E.minima/TSA <0.2, 3 y 33, en el caso

de CMI; 0.1, 0.75 y 16, en el caso de CMIMC; 0.1, 3 y 0.5, en el

caso de CMI1~; y 0.1, 0.75 y 0.5, en el caso de CMIMCÉG¡ para CMX,

CFX y CTX, respectivamente). Observamos dos hechos: la eficacia

“in vivo” (en términos de D.E.) está modulada básicamente por el

efecto inóculo ya que los TSA que integran dicho efecto deben ser

superados un menor número de veces por la D.E., equiparando,

fundamentalmente, CMX y CTX. En segundo lugar, y con menor

relevancia, el efecto osmolar equipara CMX, CFX y CTX, cuando se

integra conjuntamente con el efecto inóculo en un TSA. La mayor

uniformidad se consigue con la CMI~10.

Otros factores que, desde el punto de vista farmacodinámico

“in vitro”, pueden influir conceptualmente la eficacia “in vivo”

son la ausencia de consumo de antibiótico (CMX) en

concentraciones fisiológicas por parte de la cepa infectante

(E.coli MCC 25922) durante un tiempo superior al intervalo
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interdosis, y el posible efecto sinérgico del suero en lagamorf os

(187), compatible, como veremos al discutir las pruebas “ex vivo”

del EC fase 1, con el efecto sinérgico del suero humano.

Sin embargo, desde un punto de vista farmacocinético, podría

contribuir a esta eficacia “in vivo”, tanto el valor de t1~ de

CMX en ratas (que es el doble que el de los fármacos control),

como una unión a proteínas del 50% con respecto a CTX. Así, CMX

presenta una curva farmacocinética sérica, correspondiente a la

D.E. mínima, más plana y prolongada que los fármacos control

<Gráfico 8). Este hecho es importante ya que para antibióticos

con curvas de concentración sérica con formas diferentes, la

potencia “in vivo” varía de su valor “in vitro” (172); así, una

curva de concentración más plana y prolongada (en el caso de los

betalactámicos) parece estar asociada con una mayor actividad “in

vivo” (172).

Intentando asociar ambos factores <farmacocinéticos e “in

vitro”) observamos que al construir curvas dosis—respuesta con

factores farmacocinéticos tiempo—dependientes (tiempo de

manutención de niveles interdosis o a partir del pico) y TSA que

integren el mayor número de factores microbiológicos estudiados

(efecto inóculo, efecto osmolar, mecanismo de acción morfológico

celular) que modulan el resultado del TSA, se obtiene una

similitud entre los tres fármacos sin diferencias significativas.

Las diferencias se manifiestan al utilizar factores

farmacocinéticos dosis—dependientes <nivel sérico en el pico y

AUC) o TSA que no integren los factores microbiológicos

moduladores citados.

2.3. Método de predicción de eficacia.

La extrapolación de eficacia de un modelo animal a humanos

siempre es un hecho complicado, y más cuando se efectúa en el

desarrollo preterapéutico de un antibiótico. En el caso de los

tres fármacos que nos ocupan, el problema para la extrapolación

radica fundamentalmente en el factor determinado por t112. Si
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tenemos en cuenta la fórmula para el establecimiento de los

“breakpoints” (25), y el peso específico numérico de cada uno de

los factores que integran dicha ecuación, observamos que el

factor “f” (que representa la unión a proteínas) es similar, en

humanos y roedores, para los tres antibióticos estudiados. Pero

este hecho no ocurre con el factor t,12, muy diferente en

lagomorfos y humanos. El factor que escenifica t112 seria 2, en

el caso del modelo animal, y 1, en el caso de los humanos. El

valor de los “breakpoints” (cuyo objetivo es la predicción de

eficacia) seria la mitad, en el caso del modelo animal en

comparación con los humanos. Pero debido a que la CHI90 (que

describimos en el apartado actividad inhibitoria/espectro) de CMX

frente a los agentes etiológicos de infección intraabdominal está

muy por debajo de los “breakpoints” calculados con los dos

factores “t” (para humanos o roedores), el modelo parece, en

principio, extrapolable (no desde el punto de vista de la

eficacia, sino desde el de predicción de la misma).

En cualquier caso, se requiere el modelo animal comparativo

(con fármacos que sean estándar comunitario, y del mismo grupo),

en términos dosis—respuesta, por la condición pragmática de

modelos animales en el desarrollo de antimicrobianos.

Cualquier sistema de predicción de eficacia tiene que

incluir términos en la ecuación farmacocinética—susceptibilidad

‘Un vitro”, que sean fácilmente obtenibles desde el laboratorio

o, en su defecto y en algunos casos de parámetros

farmacocinéticos, de la bibliografía. Por ello, la predicción de

eficacia se basa fundamentalmente en parámetros obtenidos en el

laboratorio de microbiología frente a la cepa aislada.

Henos estudiado cuatro parámetros farmacocinéticos (nivel

en el pico, AUC, t y T) y cuatro parámetros microbiológicos

fácilmente obtenibles por parte del laboratorio (CMI, CMIMC, CMI~

y CMI,«,,0). Las combinaciones de ambos tipos de parámetros en la

ecuación farmacocinética—TSA, que producen una mayor predicción

de eficacia, son fáciles de deducir a raíz de lo comentado en el
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apartado 2..b de esta Discusión: discrepancia de los resultados

“in vivo”/”in vitro”.

Tanto desde un punto de vista estático como dinámico, las

relaciones de los factores farmacocinéticos temporales con la

CMIMC¡G resultan más predictores de eficacia. Desde un punto de

vista estático, el grado de dispersión del tiempo interdosis “t”

(o tiempo “T”, expresado en t112, a partir del pico sérico) de la

concentración antibiótica sobre la CHIMO10, es menor que al

utilizar otros TSA y parámetros farmacocinéticos, con los tres

antibióticos estudiados. Desdeun punto de vista dinámico (curvas

dosis—respuesta), las diferencias estadísticamente significativas

existentes en los tests que utilizan inóculos bajos o/y medio

Mueller—Hinton desaparecen al utilizar inóculos altos y medios

que obvien el efecto de la osmolaridad ambiental, con

independencia del parámetro farmacocinético escogido.

Otros autores han encontrado que la susceptibilidad “in

vitro” de inóculos altos es buena predictora de eficacia en

modelos animales <185), al igual que el tiempo en que las

concentraciones de estos betalactámicos exceden la CMI, otra vez,

de forma relacionada con el inóculo (181).

Parece claro que con los betalactámicos los parámetros

farmacocinéticos dosis—dependientes (nivel y AUC) son menos

predictivos de eficacia que los tiempo-dependientes (t y T). Los

parámetros tiempo—dependientes están directamente relacionados

con el parámetro farniacocinético t112, constante ante la ausencia

de alteraciones fisiológicas que influyan en el metabolismo o

aclaramiento del antibiótico.

Desde un punto de vista microbiológico, el simple hecho de

realizar la prueba “in vitro” con un inóculo alto (obviando la

importante modulación de la actividad “in vivo” por el efecto

inóculo) y la utilización de un medio completo (que obviaría el

efecto osmolar que diferencia las cefamicinas) aumentaría la

predicción de eficacia terapéutica de forma patente de este
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modelo animal monobacteriano de infección intraabdoninal, con los

tres antibióticos betalactámicos estudiados.

Hay que ser cauteloso en la extrapolación de la afirmación

anterior a otras situaciones (modelos, patologías y fármacos),

ante la estandarización de las condiciones de determinación de

la CMI por parte de grupos como el NCCLS (195). Sin embargo,

nunca hay que olvidar que estas estandarizaciones, esencialmente

correctas, eliminan la consideración de efectos como el inóculo

o el osmolar (195). Nunca ha sido establecido un inóculo

terapéuticamente equivalente, y los efectos de este parámetro han

sido atribuidos usualmente a la aparición de variantes

resistentes, destrucción patente del fármaco o accesibilidad

insuficiente del mismo (195). En cualquier caso, parece que este

efecto inóculo tiene influencia en la actividad bactericida y

bacteriolítica y, por ende, en la actividad ‘Un vivo”, como hemos

visto a lo largo de esta tesis. Por ello, no es de extrañar la

ausencia de predicción de eficacia de la CMI, categoría

susceptible, ya que presenta una naturaleza bidimensional

(fármaco y bacteria), y el problema es, sin embargo,

tridimensional (huésped, microorganismo y fármaco) (195), por lo

que hay que tener en cuenta factores que intervienen en la

eficacia, y no han sido incluidos en la estandarización citada

de la metodología de la CMI.

3. ENSAYOCLíNICO FASE 1

.

Es posible estimar el régimen de dosificación adecuado para

humanos a través de la combinación de cinética y datos del modelo

animal de eficacia, con datos farmacocinéticos en humanos (170).

Los EC fase 1 determinan el comportamiento farmacocinético del

fármaco en humanos; adicionalmente pueden proveer datos

farmacodinámicos que evidencien datos con respecto a la actividad

antimicrobiana (170).
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3.1. Farmacocinética -

Las concentraciones séricas de CMX encajan en un modelo

monocompartimental, usado para calcular los parámetros

farmacocínéticos. CMXpresenta t112 de aproximadamente 2 h., con

un volumen de distribución comparable al de otras cefalosporinas.

La concentración sérica máxima con una dosis única de 2 g. fue

el doble que la obtenida con 1 g., proporción que se mantiene al

relacionar las AUC obtenidas tras la administración de ambas

dosificaciones. La ausencia de diferencias entre ambas dosis en

t,12, volumen de distribución y aclaramiento sugiere la ausencia

de saturación del modelo; el incremento lineal en la Cmar y AUC,

proporcional a la dosis, confirma la farmacocinética lineal

(145).

Las diferencias observadas entre las concentraciones medidas

por HPLC y bioensayo, y el aumento significativo del AUBCcon la

dosis alta, sugieren un posible metabolito. Un metabolito N-

acetil de CMXha sido detectado en estudios animales (206), pero

no ha sido encontrado en orina humana <207). Alternativamente,

el suero normal puede incrementar la bioactividad antibacteriana

(208); esta posibilidad puede ser observada en las muestras que

contienen altas concentraciones de CMX, donde aparecen

diferencias entre HPLC y bionensayo, y como veremos

posteriormente presentan una actividad bactericida aumentada.

El uso, como cepa lectora en el bioensayo, de B.subtilis

ATCC 6633 puede haber contribuido a la diferencia observada, ante

la distinta linealidad, de la curva bioensayo/HPLC con la

observada cuando el Vibrio nercolans ATCC 8461 es utilizado en

otros estudios (153). Aunque la correlación entre el bioensayo

con B.subtilis y HPLC no haya sido determinada previamente (153),

en nuestro estudio se observó una buena correlación.

CMX alcanza niveles plasmáticos mayores que la CM190 (=0.5

mcg/ml) para enterobacteriaceas comunes (E.coli, Ríebsiella snn

,

Proteus mirabilis,...) (137), durante al menos 16 h. con la dosis
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de 2 g., y 12 h. con la dosis de 1 g. La CM190 de B.fraczilis (2

mcg/nl) (137) es superada por parte de los niveles séricos 12 h.

con la dosis de 2 gr. Un esquema de dosificación de 2 gr. cada

12 h. parece lógico para estudiar en los futuros EC de infección

intraabdominal en el paciente inmunocompetente.

3.2. Farn,acodinauia.

3.2.1. Actividad bactericida sérica.

Para la valoración de cambios de dosificación son requeridos

estudios de laboratorio adicionales: actividad bactericida,

efecto postantibiótico y la determinación de los titulos

bactericidas séricos (169). Los dos primeros apartados ya han

sido comentados, y el tercero nos será útil para evaluar la

posibilidad de distintas dosificaciones con respecto a infección

intraabdominal en pacientes no inmunocomprometidos, como

peritonitis bacteriana espontánea (PBE) en pacientes cirróticos

(motivada por alteraciones en los mecanismos defensivos).

La unión a proteínas de CMX es del 68% (135) (168>. Como

sólo el antibiótico libre es activo (85), puede esperarse un

incremento falso de la actividad bactericida sérica si se usa

caldo como diluyente (209). Esto puede ser importante al

correlacionar las actividades “in vitro” y bactericida sérica,

ya que una tasa de unión a proteínas del 70% se utiliza como

límite a partir del cual el “breakpoint” de susceptibilidad

antimicrobiana es reducido un 50% (25). El uso de suero humano

ha sido propuesto para obviar este problema (153), aunque no

siempre refleja la situación ‘Un vivo” (210), debido a las

diferencias potenciales intersujetos con respecto a la unión a

proteínas (211).

Aunque el suero humano al 10% tiene una influencia escasa

en la acción bactericida de CMX (142), fue preferido el uso del

propio suero de cada voluntario como diluyente para asemejarse

en lo posible a las condiciones “in vivo” (concentración final
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de suero humano normal: 75%). Las proteínas totales y la albúmina

estuvieron dentro de la normalidad en todos los sujetos antes y

después de la administración de CMX. La posible contribución a

la actividad bactericida sérica detectable a diluciones altas,

de los títulos esperados en suero normal (99), puede ser

descartada ya que los PES fueron <2 en las muestras previas a la

administración del antibiótico, aunque las CHEs fueron 1 dilución

menor para el E.coli ATCC 25922 cuando el test se realizó con 50%

de suero humano normal.

El uso de suero humano no inactivado (la inactivación por

calor imposibilita la acción combinada de suero y antibiótico

(186)) de cada voluntario (tanto como muestra a ensayar, como

parte del diluyente), el incremento de la actividad bactericida

del antibiótico por el suero humano normal (176), el efecto

combinado de concentración antibiótica y dilución sérica en esta

acción conjunta (186), y la influencia de componentes séricos

ultrafiltrables (99) en la actividad antimicrobiana de los

antibióticos betalactámicos, puede explicar los altos PES en las

muestras que contenían altas concentraciones de CMX. Recordemos

el efecto del suero humano sobre la actividad bactericida de CMX

“in vitro” frente a B.fraailis, de forma dosis—dependiente, hasta

alcanzar diferencias estadísticamente significativas vs ausencia

de suero humano, en las concentraciones =8 mcg/ml (142),

argumento que puede contribuir a explicar una mayor actividad “in

vivo” que la predecible “in vitro”, como vimos en el modelo

animal.

Se obtuvo una fuerte correlación entre las concentraciones

plasmáticas medidas por HPLC y los PES frente a las cuatro cepas

ensayadas; también se obtuvo una correlación similar cuando se

utilizaron los niveles séricos obtenidos por bioensayo, y al

dividir las concentraciones plasmáticas por los valores de la CMI

o CMB.

En este estudio el AUC no fue un buen predictor de la

actividad bactericida sérica, ya que al duplicar la dosis de CMX
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se produjo un aumento de 1.8 veces en la AUC, mientras que la

AUBC aumentó al menos 4.5 veces. Más aún, cepas con diferentes

CMI y CMB presentan similares AUBCs.

La alta dependencia del valor de la CMB de recrecimiento,

no necesariamente detectable en la lectura de la CMI, puede

explicar los resultados de la CMB y de la CMB6,, para Serratia

marcescens ATCC 8100. Alternativamente, CMB6,, > CMB para las

otras tres cepas MCC (E.coli, K.tineumoniae y B.fraailis) puede

ser debida a una tasa menor de muerte bacteriana. En este estudio

los PES =8 ó < 8 se correlacionaban mejor con la concentración

sérica/CMB6, por encima o por debajo de la unidad,

respectivamente, que cuando se usaban parámetros estándar como

CMI o CMB. El nivel plasmático de CMX mayor que la CMB6,, es más

predictivo de un PBS =8, que la CMI o la CMB. Asimismo, si la

concentración de CMX es menor que la CMB~I-J~ la predicción es de

un PES < 8.

Vimos en la Introducción que antibióticos que actúan sobre

la membrana externa a concentraciones fisiológicas <112)

presentan una rápida actividad bactericida (111), con una

traducción “ex vivo” de aumento de la actividad bactericida

sérica mayor que la esperable por las concentraciones plasmáticas

<110). Se ha sugerido que CMX actúa también en esta membrana

bacteriana externa, además de las habituales dianas de los

betalactámicos, hecho que puede influir en su rápida acción

lítica (190). Esta propiedad farmacodinámica puede haber

contribuido, junto al efecto sinérgico del suero, a la actividad

bactericida sérica aumentada en las muestras con altas

concentraciones de CMXy en la dosificación superior.

Siempre se ha mantenido la opinión de que un PES =8 es

sinónimo de idoneidad terapéutica (212). PBS adecuados son

mantenidos al menos 4 h. con la dosis de 1 gr., y 8 h. con la

dosis de 2 gr. La actividad bactericida aumentada durante estos

períodos de tiempo puede ser beneficiosa terapéuticamente,

debiendo adecuarse la terapia antimicrobiana a estos períodos de
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tiempo cuando la actividad bactericida debe ser optimizada, ante

alteraciones inmunitarias como ocurre en el paciente cirrótico

con PEE. Parece adecuado estudiar un esquema de dosificación de

2 g. cada 8 h. en futuros EC en esta patologí a.

3.2.2. Ininunomodulacion.

Hemos comentado que una de las patologías a ensayar CMX en

futuros FC es en la PEE en paciente cirrótico. En este tipo de

pacientes existen déficits en la inmunidad sérica (213),

complemento, por lo que se realizaron estudios de actividad “ex

vivo” sobre la actividad bactericida sérica con suero normal de

los voluntarios, con el fin de optimizar los efectos bactericidas

a lo largo del intervalo de dosificación. Pero estos pacientes

también presentan una depresión de la actividad fagocítica del

sistema retículo—endotelial (214) y disfunción granulocitaria

(215). Las recomendaciones generales para la evaluación clínica

de fármacos antiinfecciosos (170) establecen que los estudios “ex

vivo” pueden ser apropiados ante las alteraciones en la

fagocitosis.

Estudiamos el efecto del antibiótico sobre las funciones

polimorfonucleares con respecto a Candida albicans

,

microorganismo absolutamente resistente a CMX a concentraciones

fisiológicas, con la finalidad de evaluar el efecto aislado de

CMX sobre estas células del sistema inmune como parte del

desarrollo preterapéutico. Dejamos el estudio del efecto del

antibiótico sobre la combinación célula inmunitaria (PMN> y

agente etiológico (básicamente E.coli en la PEE) como estudio “ex

vivo”, parte del FC en PEE del paciente cirrótico, en el futuro

desarrollo clínico de CMX.

La capacidad de adherencia de CMX no quedó afectada, al

igual que ocurre en otros betalactámicos (156), y no indujo a

cambios en el número de PMN fagocitantes, pero disminuyó la

eficacia y poder microbicida en contraste con el control. Sin

embargo, aumentó la adherencia de levaduras a PMN de una forma
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dosis—dependiente y estadisticamente significativa en las

relaciones pico sérico y número de levaduras asociadas a PMN

(10). También se encontró una relación significativa en menor

grado entre AUC y este indice fagocítico, pero no existió

relación entre éste y el nivel sérico a los 90 minutos de la

infusión (momento de extracción de los PMN) (lOb). Esto parece

indicar que el efecto inmunomodulatorio de CMX es nivel—

dependiente.

El efecto inmunomodulatorio de CMX no había sido investigado

previamente. De cualquier forma, diversos estudios con otras

cefamicinas muestran resultados controvertidos. Así, en otro

estudio (216) con CFX no se encuentra influencia en la

fagocitosis pero si una inhibición de la actividad microbicida

de los fagocitos “in vivo”. Los datos disponibles confirman la

controversia entre los distintos estudios posiblemente debida a

la metodología utilizada y el fármaco ensayado (lOb). La

clarificación en este tema podría venir de la realización del

estudio “ex vivo” frente a los agentes etiológicos bacterianos

en el futuro EC en PBE, con mayor trascendencia pragmática desde

el punto de vista de la eficacia clínica.

Desde el punto de vista explicativo queda claro que existe

una actividad inmunomodulatoria de CMX de forma exclusiva, al

excluir el efecto sobre el microorganismo al utilizar Candida

albicans como diana del PMN. Esta actividad inmunomodulatoria es

nivel—dependiente, al igual que la actividad “ex vivo”

bactericida sérica (con la metodología utilizada: el propio suero

de cada voluntario sin inactivar como diluyente, preservando los

factores inmunitarios séricos), y a diferencia de la actividad

‘Un vivo” que, como henos visto, y al igual que el resto de los

betalactámicos, es tiempo—dependiente.
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4. DESARROLLOCLíNICO. PREDICCION DE EFICACIA

.

A lo largo de la Discusión hemos comentado que el espectro

de CMXlo sitúa en el campo de la infección intraabdominal. Desde

un punto de vista farniacocinético la penetración en exudado

pélvico tras 1 gr. de CMX es alta, alcanzando niveles de 45

mcg/ml a las 4 h. y 8 mcg/ml a las 12 h. (217). Los FC diseñados

intentan cubrir distintos aspectos de la administración de CMX:

huésped inmunocompetente o inmunocomprometido, tratamiento o

profilaxis, monoterapia o biterapia, maniobra quirúrgica

concomitante o tratamiento conservador, e infección

monomicrobiana o polimicrobiana.

Se diseñaron 4 EC:

a. Infección intraabdominal: huésped inmunocompetente,

tratamiento antibiótico, monoterapia, cirugía e infección

polimicrobiana.

b. Profilaxis de cirugía colorectal: huésped inmunocompetente,

profilaxis antibiótica, monoterapia, cirugta e infección

pol imicrobiana.

c. Enfermedad pélvica inflamatoria

inmunocompetente, tratamiento antibiótico,

doxiciclina), tratamiento conservador e infecci

d. Peritonitis bacteriana espontánea

inmunocomprometido, tratamiento antibiótico,

tratamiento conservador e infección monomicrobiana.

(EPI): huésped

biterapia (con

ón polimicrobiana.

(PBE): huésped

monoterapia,

En el desarrollo clínico con antimicrobianos los EC fases

II y III se pueden solapar representando diferentes estadios de

la investigación clínica (170). Los cuatro EC fueron diseñados

como controlados <con el estándar comunitario), randomizados y

multicéntricos.

En infección intraabdominal, tanto desde el punto de vista

de la terapéutica como de la profilaxis, el uso de antibióticos

(o combinaciones de los mismos) que amplíen el espectro no
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asegura mejores resultados clínicos (218); debido a ello la

investigación clínica debe basarse en la optimización de la

farmacología, toxicidad y relación coste/beneficio, manteniendo

resultados clínicos comparables (218). Por ello, la muestra se

estimó a partir de la hipótesis nula (ausencia de diferencias

entre el tratamiento problema y control), que en EC con

antibióticos considera valores de delta del 10% al 20% (219),

dependiendo de la patología y reclutamiento previsto de la misma

<20% para a., 15% para b., c. y d.).

Teniendo en cuenta la eficacia de los fármacos control

<estándar comunitario) de los distintos EC: 75% (220) para

metronidazol (500 mg/8 h.) más gentamicina (80 mg/a h.) en a.>

92.3% (221) para CFX (3 dosis IV de 2 gr) en b., 96%—l00% (222) —

96.8% (223)— para CFX (2 gr/6 h.) más doxiciclina IV (100 mgr/12

h. hasta la desaparición de la fiebre durante 48 h., de la

leucocitosis, del Blumberg y de la sensibilidad a la palpación)

seguida de la misma dosis diaria de doxiciclina oral (hasta 15

días después del inicio del tratamiento) en c., y 85% (224) para

CTX (2 gr IV/4 h.) en d.; y, aplicando la fórmula de cálculo de

tamaño de muestra <225) para un error tipo 1=0.05 y tipo 11=0.2,

obtenemos un número de pacientes por grupo de tratamiento

(problema y control), en cada FC> igual a 74 en a., 50 en b., 36

en c. (que aumentarían a 45 al estimar una pérdida del 20% en el

seguimiento) y 90 en d.

Los “breakpoints” se establecen, siguiendo las

recomendaciones NCCLS (M3—23T), sobre la base de la

farmacocinética y farmacodinámica del fármaco y la relación entre

la CMI y la respuesta clínica (195), pudiendo variar

posteriormente según los laboratorios recogen datos clínicos,

poniéndose al día en las publicaciones anuales NCCLS. Teniendo

en cuenta el número de pacientes que integran el desarrollo
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clínico de un antimicrobiano, es fácil llegar a un consenso sobre

el “breakpoint” de sensibilidad, ya que la mayoría de los

pacientes, tanto de los fármacos problema como control estarán

infectados por bacterias sensibles (no sería ético escoger como

fármacos control aquéllos que presentaran una alta tasa de

resistencias, ante la mayor capacidad de predicción de esta

categoría de susceptibilidad). Tomando como base la

estandarización NCCLS en la determinación de la CMI, cuando el

resultado de un TSA cae dentro de la categoría resistencia,

determinada por los “breakpoints” establecidos, el resultado de

la predicción será probablemente fracaso, mientras que la

predicción de la categoría sensible es cuestionable, teniendo

siempre en cuenta que la predicción en los sistemas de

susceptibilidad se refiere a la variable bacteriológica y no

clínica (195) (únicamente existirá predicción clínica en aquellas

patologías en que ambas variables estén íntimamente

relacionadas).

Desde luego tiene interés llegar a un consenso sobre el

“breakpoint” de sensibilidad a lo largo del desarrollo de un

antimicrobiano. Sin embargo, ante la mayor capacidad de

predicción de la categoría resistencia, seria mucho más

importante llegar a un consenso sobre el “breakpoint” de

resistencia. Esto no es posible ante el escaso número de

pacientes infectados por bacterias resistentes a lo largo del

desarrollo del antimicrobiano, y ya no estamos en las épocas en

las que se pretendía, por parte de la FDA, exigir estudios para

cada germen en una determinada patología para obtener la

aprobación de una indicación, pretensión a todas luces imposible

de cumplir.

Hemos observado, en el modelo animal realizado como parte

del requerimiento de un sistema de predicción adecuado antes de

los FC (169), que aumenta la predicción cuando en los TSA se

incluye el estudio de los efectos inóculo y osmolar, que para

algunos fármacos aumentan el valor de la CMI cuando ésta se

realiza en medio completo y con inóculo alto. Con la única cepa
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estudiada en este modelo bacteriano, para algunos binomios cepa—

antibiótico el aumento de la CMI implicaba un aumento de la

capacidad de predicción de eficacia del modelo, ya que, como

hemos visto, los efectos inóculo, principalmente, y osmolar

modulan la actividad “in vivo”.

Sería interesante, a lo largo del desarrollo clínico de CMX,

realizar las CMI de los aislamientos clínicos, tanto de forma

estándar como con medio completo e inóculo alto, y tanto para el

fármaco problema como para el fármaco control. De esta forma, un

mayor porcentaje de aislamientos caería dentro o se aproximaría

a la categoría resistencia (debido a que distintos binomios cepa—

antibiótico presentarían efectos inóculo o/y osmolar que

variarían su CMI) que presenta mayor capacidad de predicción.

Así, y tras el desarrollo clínico, quizá podría llegase a un

cosenso sobre los “breakpoints” de resistencia, ya sea sobre la

base de variación de las condiciones de laboratorio (lo que sería

difícil al requerir una nueva estandarización), o disminución del

valor de los “breakpoints” para los binomios que presenten efecto

inóculo o/y osmolar.
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1. El espectro del antibiótico problema (CMX), objeto del

desarrollo postoxicológico y preterapéutico de esta tesis, lo

sitúa como candidato al desarrollo clínico en el campo de la

infección intraabdominal. Esto es debido a una actividad

bacteriostática> frente a los agentes etiológicos de estas

infecciones, superior al fármaco control del mismo grupo (CFX),

aunque mucho menor que la de las cefalosporinas de 3~ generación

frente a las enterobacteriaceas; junto con la ausencia de una

actividad significativamente mayor que la de los antibióticos

habitualmente usados en otras patologías frente a sus respectivos

agentes etiológicos.

2. La actividad ‘Un vivo” de CMX, en el modelo animal de

infección intraabdominal monobacteriana, resultó

significativamente mayor que la de los antibióticos control,

tanto desde el punto de vista de mortalidad obtenida a una dosis

determinada, de la dosis efectiva mínima, como del número de

veces que la dosis efectiva mínima debe superar la CMI (DE/CMI).

Esta actividad ‘Un vivo” no es predecible por la actividad

bacteriostática “in vitro” ya que ésta es similar o muy inferior

a la de los fármacos control.

3. Desde el punto de vista microbiológico, factores como los

efectos inóculo y osmolar, el efecto del suero humano, el

mecanismo de acción y el efecto de concentraciones

subinhibitorias, contribuyen a explicar esta dicotomía entre la

actividad “in vivo” e “in vitro”. Desde el punto de vista

farmacocinético, los factores temporales, dependientes de la vida

media, también participarían en la explicación.

4. Los efectos inóculo y osmolar modulan la actividad

bacteriostática (CMI), la actividad bactericida (tasa de muerte

bacteriana, en magnitud y tiempo) y la actividad bacteriolítica

(CLM), a favor de los fármacos que no los presentan. Cuando se

tienen en cuenta ambos efectos, al menos se equiparan las

actividades bacteriostática y bactericida, y aumenta la actividad

bacteriolítica, con respecto a los fármacos control.
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5. La actividad bacteriostática, realizada en condiciones que

tengan en cuenta los efectos inóculo y osmolar, resulta más

predictiva de la actividad bactericida y de la actividad

bacteriolítica. El simple cambio de medio de cultivo y de tamaño

del inóculo aumenta la predicción de eficacia en el modelo

animal.

6. Desde el punto de vista farmacocinético, los factores tiempo—

dependientes resultan más predictivos de eficacia terapéutica en

el modelo animal que los factores dosis—dependientes (nivel

sérico en el pico y AUC). Desde un punto de vista

farmacodinámico, el número de vidas medias a partir del pico

sérico, o tiempo interdosis, que el antibiótico supera la CMI

realizada en medio completo y frente a inóculo alto, equipara el

nivel de predicción para los antibióticos problema y control, y

resulta más predictivo que cualquier otra relación entre factores

farmacocinéticos y microbiológicos.

7. La actividad “ex vivo” de CMX es nivel—dependiente, tanto

desde el punto de vista de la variable actividad bactericida

sérica como del de la variable actividad inmunomodulatoria, y a

diferencia de la actividad “in vivo” que, como hemos visto, es

tiempo-dependiente. Desde el punto de vista microbiológico, la

actividad bactericida sérica es más predecible por la CMB0 que

por otros TSA.

8. La dosificación de CMX a ensayar en futuros EC de infección

intraabdominal debería ser de 2 g. cada 12 h. en el paciente no

inmunocoruprometido, basada en su acción antibacteriana tiempo—

dependiente; y de 2 g. cada 8 h. en el paciente

inmunocomprometido, basada en la acción antibacteriana anterior

y en la actuación conjunta, nivel—dependiente, con factores

inmunológicos, ya sean celulares (inmunomodulación) o séricos

(actividad bactericida sérica), ante la necesidad de optimización

de la actividad bactericida.
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9. Ante la discrepancia entre los resultados de la actividad ‘Un

vivo” y la actividad ‘Un vitro”, parecen lógicos los

requerimientos de las ultimas recomendaciones editadas para el

desarrollo de antimicrobianos: estudio de dicha discrepancia y

elaboración de un método de predicción de eficacia. Para ello,

es necesaria información previa (a los EC terapéuticos), también

requerida, sobre actividad bactericida, mecanismo de acción y

efecto de concentraciones subinhibitorias, junto a la clásica

información sobre espectro, resistencia y efectos de las

condiciones de cultivo. Asimismo, parecen adecuadas las

recomendaciones de estudios “ex vivo”, ante alteraciones de la

fagocitosis, y actividad bactericida sérica, en el caso de

dosificaciones diferentes.

10. A pesar de la estandarización de la CMI, la toma en

consideración de los efectos inóculo y osmolar, junto con

factores farmacocinéticos dependientes de la vida media, podría

aumentar la capacidad de predicción de eficacia, sólo clara en

el caso de la categoría de resistencia, de los TSA a las otras

categorías de susceptibilidad, en futuros FC con antibióticos del

grupo estudiado.
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TABLA 8. ACTIVIDAD INHIBITORIA “IN VITRO” DE CEFMINOX

ORGANISMOS
<N0 de aislados>

CMI <mcg/mI)

RANGO CM1
50 CM190

E. coli (88) 0.03 - 8-00 0.2 0.5

K. prieumoniae <56) 0.10 - 2.00 0.2 0.5

K. oxytoca <18) 0.10 - 0.50 0.2 0.5

P. mirabilis <30> 0.20 - 0.50 0.5 0.5

P. vulgaris <4) 0.50 - 1.00

5. typhi <13) 0.10 - 0.50 0.2 0.5

Salmonella spp. <45) 0.10 - 1.00 0.5 0.5

Y. enterocolitica <5) 0.50- 4.00

E. aerogenes <12) 4.00 - >128 128 128

E. cícacae <48) 2.00 - >128 128 128

E. aggíomerans <5) 1.00 - 4.00

C. freundii <23> 1.00 - >128 64 128

S. marcescens <54> 1.00 - >128 8 32

M. morganii <26) 1.00 - 128 2 16

Providencia spp. (4) 0.20 - 8.00

P. aeruginosa <47) 256- >512 512 512

Pseudomonas spp. <6) 256 - 256

X. maíthophilia (5) 64 - 256

A. caícoaceticus <44) 8.00- >512 64 256

H. infíuenzae
Beta-Lact <-) <25)

0.50- 2.00 1 2

H. influenzae
Beta-Lact <+) <20)

1.00 - 2.00 1 2

H. infíuenzae
NBLP Ap’ <7)

0.50 - 4.00



ORGANISMOS
<N0 de aislados)

CMI <mcg/mI)

RANGO CM1
50 CM190

5. viridans peri-s <36) 0.06 - 32 1 8

S. viridans pen-i <14) 1.00 - 32 8 32

5. vir¡dans pen-r <11) 8.00 - >32 16 >32

5. pneumoniae
pen-s <28)

=0.01- 2.00 0.2 2

5. pneumoniae
pen-i <9)

0.20 - 32

5. pneumoniae
peri-r <7)

32 - >32

E. faecalis <26) 8.00 - 64 32 64

E. faecium <12) 4.00 ->128 64 128

5. aureus met-s <40> 16- 32 16 16

S. aureus met-r <30> 256 ->256 >256 >256

5. epidermidis
met-s (30)

8.00 - 32 16 32

S. epidermidis
met-r <30)

128 ->256 128 >256

B. fragilis <35) 0.50 - 64 0.5 2

B. fragilis, grupo <25) 1.00 - 64 1 16

C. perfringens <30) =0.01- 0.2 0.03 0.06

Tomada del páster correspondiente a la cita bibliográfica 137 <Martínez Beltrán,
Rádenas, E.; Catalán, P.; Cantón, R.; García Marcos, J. and Raquero, F., 1990)

J.; Loza, E.;



TABLA 9. SUSCEPTIBILIDAD DE BACTEROIDES GRUPO FRAGILIS <%>

CONCENTRACION
<mcg/ml)

CMX CFX

2 42 0

4 54 0

8 58 22

16 62 32

32 66 78

64 74 82

128 100 100

CM150 4 mcg/m¡ 32 mcg/mi

Considerando “breakpoint” de 16 mcg/mI, el 50% de ras cepas resistentes a Cefoxitina son
sensibles a Cefminox.

Tomada del estudio número 10.



TABLA lOA. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE CEFMINOX

ORGANISMOS CM150 CMI9,

C. freundii 32 128

E. coli 0.5 1

Enterobacter spp 125 125

K. oxitoca 4 2

K. pneumoniae 0.5 1

P. rettgeri 0.5 2

TABLA 10 8. INDICES DE INTERACCIÓN DE CEFMINOX CON CEFTAZIDIMA Y AMIKACINA

N
0 AISLADOS COMBINACION SINERGIA INDIFERENCIA ANTAGONISMO

32 CMX/CTD —- 100%

32 CMX/AMK 93% 7%

Tomadas del estudio número 13.
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TABLA 16 A. CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA <CMII DE CEFMINOX (CMXI
FRENTE A CULTIVOS PUROS Y MIXTOS DE S.AUREUS, E.COLI Y B.FRAGILIS

Microorganismos CMI (mgi)

E. coli 1

5. aureus 16

E. fragilis 0.5

E. coíi + E. fragilis 2

TABLA 16 2. EFECTOPOSTANTIBIÓTICO
SAUREUS, ECOLI Y ECOLI +

DE CEFMINOXSOBRE
E.FRAGILIS

Microorganismo Concentración (mg/II PAE <horas> + e.s.

5. aureus 16 0.4 ± 0.1

160 1.2 ± 0.4

E. coíi 1 0.3 ± 0.2

10 1.4 ± 0.5

6. fragilis 0.5 0.4 ± 0.2

5 0.9 ± 0.4

16 1

160 2

2. fragilis + E. coIl 2 -0.5 ± 0.5

20 0.4 ± 0.2

Tomadas del estudio número 11 -



TABLA 17. PORCENTAJEDE REDUCCIÓN A DISTINTAS
ANTIBIÓTICAS

CONCENTRACIONES

CONCENTRACION CMX CFX CTX CTZ IMP

0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

0.12 6.1 0.0 0.0 0.0 0.0

0.25 71.4 0.0 0.0 0.0 2.0

0.5 87.7 0.0 12.7 0.0 2.0

1.0 87.7 8.0 57.4 63.0 31.2

2.0 87.7 61.7 72.3 82.9 70.8

4.0 87.7 80.0 72.3 82.9 70.8

8.0 NR 91.4 NR NR NR

NR: No realizado

TABLA 18. CONCENTRACIÓN LÍTICA MÍNIMA <CLM>
PARA DISTINTOS ANTIBIÓTICOS

IIE~~ITROI1LII~ZI CFX CTX CTZ IMP

CLM15% 06 2 0.5 1 1

CLM3O% 05 2 1 1 1

CLM4E% 05 2 1 1 2

CLM6O% 05 2 1 1 2

CLM7S% 4 2 2 2

CLM9O% 8 NP NP NP

NP: No es posible la consecución de esta disminución
en la densidad óptica

Construidas a partir de los registros turbidimétricos del estudio número 4.
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TABLA 20. MASA CELULAR TRAS LA EXPOSICIÓN ANTIBIÓTICA (DE 2 A 3 H.)

VIABILIDAD
DENSIDADOPTICA

ir

CMX [ CFX 1 CTZ

9x109 90 90 90

4x108 30 30 90

4x107 10 30 90

4x106 10 30 30

4x105 10 10 20

Construida a partir de los datos del estudio número 4.



TABLA 21. CMI <mcglmí) DE CMXY CFX PARA8 CEPASDE BACTEROIDES

ORGANISMO CMI
CMX CFX

B.fragilis 57 32 32

B.fragilis 97 8 16

8.fragilis 107 128 32

B.fragilis 119 32 32

B.fragilis 2013E 8 8

B.fragilis 0423 128 32

B.distasonis R939 64 32

B.thetaiotaomicron 0456 256 128

Tomada de la cita bibliográfica 140 <Soriano, F.; Edwards, R. and Greenwood, D., 1991).
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TABLA 23. UNIÓN A PROTEÍNASY VIDA MEDIA EN RATAS <*)

II UP <%1 ti,2 (mini

CMX 25 50

CFX 34 25

CTX 52 28

<*) Basada en las citas bibliográficas 162-167



TABLA 24. MORTALIDADPARA CADA DOSIS EN EL MODELO ANIMAL,
INDUCIDA PORE.COLI ATCC 25922

ANTIBIOTICO

DOSIS

<mg)

MORTALIDAD Concentración
media en el
pico sérico

<mg/I)

Cociente de la
concentración en
el pico sérico con

respecto a:

24 h. 48 h. CMI <*> CMI **

CMX 0.05 100 - <1 <1 <1

0.2 2.5 12.5 2.8 2-8 1.4

0.5 0 15 4.2 4.2 2.1

2 0 0 22.7 22.7 11.3

CFX 6 5 5 10.9 5.4 5.4

CTX 0.2 30 75 2.3 19.1 2.4

1 5 5 7.0 58.3 7.3

CFU 6 0 0 26.5 6.6 1.6

AMP 6 35 65 14.8 3.7 1.8

15 0 0 47.6 11.9 5.9

PIP 10 85 90 28.8 14.4 0.1

50 66 85 49.0

150 25 25 63.3

300 15 15 114.4

AZT 0.2 15 35 1.7

2 15 30

10 15 15 260 0.26

<*) CMI determinada con inóculo de 5x105 ufc/ml
<**) CMI determinada con inóculo de 10~ ufc/mI

Tomada del póster correspondiente a la cita bibliográfica 73 (Soriano, F.; Avilés, 9’. y Aguilar, L., 1991).
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TABLA 26. RECORRIDOS<VALOR MÁXIMO-VALORMÍNIMO)
PARACADARELACIÓN FARMACODINAMICA

Ti



wa:enOLoO(-y-Jwz

U

C
o

~
04

LO
C

O
-

-
.

-
-

-
-O

LO
03

y-
04

e-
C

i
e-

<O
L

O
W

C
’4

L
O

O
>

N
N

e
-

<‘4

----J
I

(-y

Ú
LO

LO
Ú

C
i

0U
>

C
i

<
0

y

U
,

¡a2

(-y

—
—

e-.
(‘4

0
0

0
rr

LO<‘4
04-

-
8

e
-

U

U

,.-
N

~
1

0
~

.e
-

C
i

LO

U

U

.4
e

-L
O

L
O

Ú
L

0
4

0
4

L
O

O
>

rC
L

2

<OO

~
‘o

£
O

~
Z

N
S

W
L

O
8

O
L

O
8

0>
r-

f%
O>

—
r-.

0>
—

~
0

4

-4U
d

O

~
o.

LO~
04<f

<O~

0>2

Oe
-

LOy
-

C
i

~

o
004

00003

z4
:

¡¡

¡

uu.U
’

•

1—

U

LO04
C

o

NC
o

O

4:Li,
lzoUEL
Wu)O(-3o
-

‘“4

o4:o4:1-a
:

O4:-Jwo2L
O5Di2Li

,

o2‘O5-cl:
-Jwa

:

r-.04cl:1
-



wa
:

enOLoUD4:o

-4U

r-
y
-

O
>

Ú
LO

04

04

~
r%

N
O

>
04LO

w
o~

A
c
~

~
8

&
e

’io
C

iw

(-y

LO
O

>
.4

U
,

¡a2

~U

h
.

O

e-U
>

040
0

0
0

U>y-
04.4.

y-
04

LO
O>

h
0204

¡a2

~(-y

N
-

O
L

O
O

O
O

C
o

L
O

O
r

U,

U

~
‘0>

04LO
~

LO
N

O
LO

0
0

4
C

i
O

y
-

Ú

04

o>
yy
-

r-.
0>

yy
-

r—
0>

0LLO

U
LOC

i
y-re

¡--¡
N—

C
i

C
i.4

<O‘~N

~~
00

.4
~

C
i

4444
:

Y
uu.

11-U

(-y

C
i

y-
0>

04
03

r—
02

0
0

0
4

C
i

<O
O

—
0

4
0

C
i

8LO04

4:u>U4:zO(-yo4:o-44:1-a
:

O4:
-4U

dozLOUzu>34:-4woz•054:-4U
d

a:03044:-4en4:1—



<O
O

C
D

LO
C

i
C

i
d

i
C’4

C
i

O
y-

C
iO

y-
C

i

““C
o

O
<

O
C

O
0

4
d

iL
O

(‘4
C

i
0

4
.4

—
0

4
.4

.
-4U

LO
C

i
C

i
U,U-,~

U

<OO

o-.y-
00

0
—

O
d

i
—

CC
i

U-,
2U

(D
rO

d
e

-O
U>
O

C
ie
-

C
i

Ú
<<O

U>N

~
O

rrC
’4C

iO
rZ

U

Z
<

~
R

O
~

0
4

L
O

0
2

0
0

0
2

0
0

0

1-2E1—z-cl:

UUU

uu.U

UU <O
LO

LO
-

O
>

-4(-y

u>4

:

ow
w

L
o

a
:

L
o

>
L

o
Z

O

0
~

4
:w

u>w
Z

m
w

0
-

j
X

w

O
z

U
-4

—
w

O—
1

-
z
4

:
<

o
-

u-,4:
oO

>
o.U

-’

4:CI)

1—zO(-yo4:o-4
4:1—a:O4:-4U

d
O2L
O(-yzu>4:-4wOz•0ci-cl:
-4U

]
a

:

O>044:-4en4:1—

C
O

—
c
<

O
c

(.3
e

-
04

e-
04

C
i



u
>

4:a
:

O1z
w

w
a

:
orn
<

L
o

Y
0

w—
4

:

U
w

iz
o

O
a:

1-a:
<

o
.

w
4

:
o

s
Oo.u-,

-4u

<O

.0
4

C
i

—
O

>
y-

04
—

O
—

—
O

e
-

04

0
2

LO
e

-
O

>
0

2
(0

UU
UU

<OÑ
8

rc
~

8
—

0
4

L
O

O

e
-O

y

U,¡a2

~U

L
O

O

0
0

0

04—
0

4

U
>

O
U

>
C

i
O

U-,
2~U

L
O

O
8

8
8

r:&
e

’i~
j:

U
,

U

--4
—

Z
<

~
2

L
o

W
-E

o
~

0
4

L
O

0
0

0
2

0
0

0
2

N
LO

LO
O

o
1

0
O

b
N

O
b

O
N

0>
0

y
-

—

UU

1111
-

z4
:

~~
u.

u

11-U

U
—

LO
LO

O
y-

‘o
b

C
i

04
0>

C
i

~

-cl:
u>1

-4
-’

zO(-yo4:o-44:1
-

a
:

O4:-4U
d

ozO(-3zu>34:-4U
d

oz•054:-4U
]

a
:

OC
i

4:-4034:1-



TABLA 31. PROPIEDADESFARMACOCINETICASDE CMX

DOSIS DE CMXlg

2g

Cmax <mg/L) 66.6 ±16.1 117.3 ±7.6

t112 <hI 2.1 ±0.14 1.9 ±0.06

y <L/1.73 m
2) 21.4± 2.1 21.6 ± 1.2

Vss <[/1.73 m2) 23.4 ±1.7 25.2 ± 1.2

MRT <h) 3.3 ±0.1 3.3 ±0.1

CL <L/h por 1.73 m2) 7.2 ±0.3 7.8 ± 0.3

AUC <mcg.h/mI por 1.73 m2> 140.9 ±6.8 260.0 ± 10.4

y mod <L/1.73 m2) 21.6 ±2.2 21.5 ± 1.2

MF{T mod <h) 3.0 ±0.2 2.8 ±0.1

AUC mod (mcg.h/mI por 1.73 m2) 139.4 ±5.9 261.6 ±11.1

Datos expresados en Media ± SO

Tomada del trabajo correspondiente a la cita bibliográfica 145 (Aguilar, L.; Esteban, C.; Frías, J.;
Balcabao, 1. 9’.; Carcas, A. and Dal-Ré, R.,
C.; Ibáñez, C.; Macia, M. A. y Aguilar, L., 1990).

1993) y del póster correspondiente a la cita 144 <Esteban,



TABLA 32 A. PODERESBACTERICIDAS SERICOS: MEDIANA<RANGO)
= 6 VOLUNTARIOS). DOSIS DE 1 g.

TIEMPO
(Vi)

Escherichia
coli

Klebsiella
pneumoniae

Serratia
marcescens

Bacteroides
fragilis

0.5 1024
<512-2048>

512
<256-1024)

512
<512-1024)

1024
<51 2-1024)

2 128
(16-512)

32
<32-256)

32
(32-512>

64
(64-512)

4 <
<2-32>

<
<2-32>

(
(2-64)

(
(4-32)

6 <
<<2-8>

<
<<2-4)

<
<<2-8>

(
(<2-8)

8 (
(<2-2>

(
(‘c2-<2>

(
(<2-2>

«
«2-4>

12 <
<<2-2>

<
<>2-<2)

<
<<2-2>

(
(<2-<2)

16 (
(<2-<2>

<
<<2-<2)

<
<<2-<2)

(
(<2-<2)

24 (
(<2-<2)

<
<<2-<2)

<
<<2-<2)

(
(<2-<2>

Tomada del trabajo correspondiente a la cita bibliográfica 145 (Aguilar, L.; Esteban, C.; Fr¡as, J.;
Ralcabao, 1. P.; Carcas, A. and Dal-Ré, R., 1993).



TABLA 32 8. PODERESBACTERICIDAS SÉRICOS: MEDIANA(RANGO)
(N 6 VOLUNTARIOS). DOSIS DE 2 g.

TIEMPO JI Escherichia
(h) Jj coli

Klebsiella
pneumoniae

Serrat¡a
marcescens

Bactero¡des
fragilis

0.5 >2048
<1024-> 2048)

>2046
<1024- >2048)

>2048
<1 024->2048)

>2048
<1024-> 2048)

2 1024
<512-1024)

1024
<512-1024)

1024
<512-1024)

1024-
<1024-2048

4 256
<128-512)

256
<128-512)

256
(128-1024)

256
<128-1024)

6 64
<16-256)

32
<32-128)

128
<32-256)

32
<16-512)

8 16
<8-32)

16
<8-32)

16
<8-128)

<
<8-64)

12 <
<2-8)

«
«2-8)

<
<2-16)

<
<<2-8)

16 <

<<2-2)

«

«2-2>

<

<<2-4)

«
«2-2)

24 <
<<2-<2)

<
<<2-<2>

(
(<2-<2)

<
<<2-<2)

Tomada del
Balcabao, 1.

trabajo correspondiente a la cita bibliográfica 145
P.; Carcas, A. and Dal-Ré, R., 1993).

<Aguilar, L.; Esteban, C.; Frías, J.;



TABLA 33. AUBCS: MEDIANA<RANGO)
= 6 VOLUNTARIOS)

CEPA ATCC AUBO <1 g) AUBC<2 g) AUBC2 g/AUBC 1 9

E.coli
25922

952
<616-2056)

4318
<1958-4988)

4.5

K.pneumoniae
13883

670
<268-1 288)

3681
<2572-4536)

5.4

S.marcescens
8100

745
<444-1822)

4028
<3276-6360)

5.4

Efragilis
25285

954
(504-1736)

4300
<3628-7916>

4.5

Tomada del trabajo correspondiente a la cita bibliográfica 145 <Aguilar, L.; Esteban, C.; Frías, J.;
Balcabao, 1. P.; Carcas, A. and Dal-Ré, R., 1993).



TABLA 34 A. RELACIÓN ENTRE PES, NIVELES
E. COLI

SERICOS Y ACTIVIDAD “IN VITRO”

LIII CMB6>, CMB24>,1

Concordancias 56.0 % 46.4 %
positivas <1 n=47 n=39

56.0 %
n=47

Concordancias 16.6 * <***) 40.5 % <***)
negativas<**) n=14 n=34

22.6 %
n=19

Concordancias 72.6 % ~ 86.9 % <****)
totales n=61 n=73

78.6 %
n=66

Discordancias 27.4% 13.1 %
n=23 n=11

21.4 %
n=18

Total 100% 100%
n=84 n=84

100%
n=84

<*) Nivel > concentración “in vitro” y PBS =8 en el mismo punto de extracción
<~) Nivel < concentración “in vitro” y PES c 8 en el mismo punto de extracción
<***) CMI vs CMB6>, p’CO.O1
(****) CMI vs CMB6h, p<O.05

TABLA 34 B. RELACIÓN ENTRE PBS, NIVELES SERICOS Y ACTIVIDAD “IN VITRO”
KLEBSIELLA PNEUMONIAE

CMI CMB6>, CMB24>,

Concordancias 58.3 % 58.3 *
positivas <~> n=49 n=49

58.3 %
n=49

Concordancias 7.1 % 16.7 %
negativas <**) n=6 n=14

16.7 %
n=14

Concordancias 65.4 % 75.0 %
totales n=55 n=63

75.0 %
n=63

Discordancias 34.6 % 25.0 %
n=29 n=21

25.0 %
n=21

Total 100% 100%
n=84 n=84

100%
n=84

<~) Nivel > concentración •‘in vitro” y PBS =8 en el mismo punto de extracción
<~fl Nivel < concentración “in vitro” y PES < 8 en el mismo punto de extracción



TABLA 34 C. RELACIÓN ENTRE PES, NIVELES SERICOS Y ACTIVIDAD “IN VITRO”
SERRATIA MARCESCENS

CMI CMB6>, CMB24>,

Concordancias
positivas <~)

47.6 %
n=40

58.3 % <***)
n=49

34.5 % <~~>
n=29

Concordancias
negativas <~1

39.3 %
n=33

33.3 %
n=28

41.7 %
n=35

Concordancias
totales

86.9 %
n=73

91.6 % <*4*)
n=77

76.2 % <***)
n=64

Discordancias 13.1 %
n=11

8.4 %
n=7

23.8 %
n=20

Total 100%
n=84

100%
n=84

100%
n=84

<*) Nivel > concentración “in vitro” y PES =8 en el mismo punto de extracción
<**) Nivel < concentración “in vitro” y PES < 8 en el mismo punto de extracción
<***) CMB6>, vs CMB24>,, p<O.OS

TABLA 34 D. RELACIÓN ENTRE PES, NIVELES SERICOS Y ACTIVIDAD “IN VITRO”
BACTEROIDES FRAGILIS

CMI CMB6>, CMB24>,

Concordancias
positivas <~)

53.6 %
n=45

52.4 %
n=44

53.6 %
n=45

Concordancias
negativas <~1

8.3 % <***)
n=7

34.5 % <~‘~~)
n=29

8.3 % <~~)
n=7

Concordancias
totales

61.9 % <***)
n=52

86.9 % <*4*)
n=73

61.9 % <***)
n=52

Discordancias 38.1 %
n=32

13.1 %
n=11

38.1 %
n=32

Total 100%
n=84

100%
n=84

100%
n=84

<1 Nivel > concentración “in vitro” y PES =8 en el mismo punto de extracción
<**> Nivel < concentración “in vitro” y PBS < Sen el mismo punto de extracción
<***) CMI vs CMB6>, y CMBE~ vs CMB24>,, p’ctO.OO1



TABLA 34 E. RELACIÓN ENTRE FaS, NIVELES SERICOS Y ACTIVIDAD “IN VITRO”

CMI CMBGH CMB24>,

Concordancias
positivas (*)

53.9 %
n=181

53.8 %
n=181

50.6 %
n=170

Concordancias
negativas <**)

17.9 %
n=60

31.2 %
ri=1O5

22.3 %
n=75

Concordancias
totales

71.8 % (~*)
n=241

86.0 Yo (~1
n=286

72.9 % (***)
n=245

Discordancias 28.2 %
n=95

15.0 %
n=50

27.1 %
n=91

Total 100%
n=336

100%
n=336

100%
n=336

<~) Nivel > concentración “in vitro” y PBS = 8 en el mismo punto de extracción
<~ *) Nivel < concentración “in vitro’ y PBS < 8 en el mismo punto de extracción
<***) CMI vs CMB6~ y CMB~ vs CMB24>,, p <0.001

Las Tablas 34 <A, B, C, D y E) han sido construidas a partir de los datos de los estudios números 14
y 15



TABLA 35. ADHESIÓN

A=lg B=2g

Fibra Nylon 93% 103%

Superficie Plastica 93% 83%

Tomada de la presentación oral correspondiente a la cita bibliográfica 10 <Corrales, 1.; Aguilar, L.; Mato,
A.; Frías, J.; Esteban, C. and Prieto, J., 1991)

TABLA 36. EFECTOS SOBRE LA FUNCIÓN FAGOCÍTICA
COMPARACIÓN DE MUESTRAS INDEPENDIENTES

n=12 n=5

INDICE U Control 1 g

A <PMN-CAND> 50.5 ±9.7 40.4 ±9.8 41.8 ±7.8

E (CAND ASOC PMN> 88.9 ± 32.3 68.5 ± 15.1 78.9 ± 15.0

C <CANDAD PMN) 40.3 ±19.9 37.1 ±4.4 59.1 ±6.6 <~>

D <ING TOT) 45.5 ±13.9 31.4 ±12.5 19.8 ±8.7 (~fl

E <ING MUERT) 17.4 ±2.9 2.6 ±2.0 ~ 3.6 ±2.4 <~~)

F <9’. CANDID) 40.2 ±8.8 10.4 ±9.4 “~ 18.1 ±8.3 <~~fl

<~) p<O.O5 vs 1 g
<~~> p<O.05 vs control
<***) p’<O.OO1 vs control

Tomada de la presentación oral correspondiente a la cita bibliográfica 10 <Corrales, 1.; Aguilar, L.; Mato,
R.; Frías, J.; Esteban, C. and Prieto, J., 1991) y al trabajo correspondiente a la cita bibliográfica lOb
<Corrales, 1.; Aguilar, L.; Mato, R.; Frías, J. and Prieto, J., 1993)
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GRAFICO 2. CURVAS DE MUERTE
BACTERIANA DE E. COLI ATCC 25922 EN
MUELLER-HINTON CON Y SIN SUERO
HUMANO (INOCULO INICIAL: 5•lO6utc/mI)
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poster correspondiente a la cita 142 (Soriano, E; Avilés, P. and
Aguilar, L., 1991).

7,

e

4

LA

2.

cl

CEFMINOX 2pgIn,l
1444141¡044L’1UO¡0 •—‘ 14 -4- 40% ¡0.44,

M...IIr.HI,dcon M~F1 + 10% SM.

o

o

CEFOXITINA 2pg/tnl
7

ML,uII.e-Hhflcoe, ‘*14-14 10% 814.
e

ti N
4-

4 ‘lv —

LA

2 4-

cl

i4g~fa,Lo’ CEPTIZOXIMA 4pg/mI

e

LA!

LA

LA

LA

Tá,.p. Ch.,..>

o

4

LA

2

cl

,~~‘2

CEFOTAXIMA 2pg/mI
M¡a.II.ed’flfl.s ‘2 M-fi4 10% s.j

UQIIQS.44&¡0tQrL 4d~ 14.44 10% ~ 1

&

tl..—~ :8’4



wo

mcc
z
a

-
S

c

‘-o
,

Q
L

O

roo
w

(M
)2

W
D

O
D2

3
>

w
s
m

~
0w

—
44cl>

~zo
D

0
.

o
~

u
,

c
t¡~3

o
~

o

c
w

0
a

D
0

1o1

e’u,

o
,

oN3
-

(3

1

u.:oE<uA
-

ou
,

.0c4J
rtu4

-otutu04
-Ea>E

e
,~

o0a>A
-

A
-

O
.

o
---

A
-o

,

oO
S

00
<

E
c

o
c

1—
tu

o>

u
-

o

o>

1
~

o3
-

<3

ti

O
o

•
S

ZV
O

IN
U

SVINO
,O

LA
~

O
~rflW

O
O

o
O

O

lW
’SjO~OI¡rn

$V1NOTOuiO
sm

b
,

o
o

o
O

.S3O
~V<U

fl
U

8N
O

TO
O

SO
Irflb

O



GRAFICO 4. CURVAS DE MUERTE BACTERIANA
(E. COLI ATCC 25922 Y 8. FRAGILIS ATCC 25285)
CON Y SIN SUERO HUMANO

CEFMINOX 8pgtmt

Mnll.r-Hinton **H, 10% Sf1.

+SOI,.,d., *Soh..dl,, 20% SIl.

e—
4- -eu-

e-

CEFOXITZNA Spg/ml

Mu.Il.f-fllrdon *M-f1 * 10% 9.14.

+Soha.d1¡-
tSohndu. 10% SIl.

CEFOTAXIMA Spg/mI

Lng uit/tul

TIe¡fipo qwms>

CEFTIZOXIMA 8 pg/mI

Mu.IIee’Hlnto,~ *M-N * 10% SIl.

+ Sohaede, *Séde, + ¶0,. Sf1.

-e -e— —. a. Frag¿fls
4.

e—’
u- ‘e-

—A

~Mu.ll...Hinbon *M-H, 20% Sf1.

+Sthndl *Sc4,l.dci, ¶0% Sil.

o

• MucIkr-HIntoti * WII. 10% Sf1.

*SchaodIer + ¶0% 5.14.

Tomado del poster correspondiente a la cita 142
(Soriano, R; Avilés, R y Aguilar, L., 1991).

Log ok/tui

4

3

<1

5

-. —
A-

-e u-

0

— -e —. 8. Fragilie
-e -e

•4- 4.

8

túg .k/tul

7lempoOsefihe

7

‘4-e
44 —

4- — — 8. Fragilis
— -e— —

o<1

u--— 4.— —
— 4.

— -. 4.4
eA

5
4-1.e-

4

a

8 24

¡‘gide/tul ¡-‘8

Tiempo (ho,,i;

IMIPENEM 8pg!mI

7

e-u.
—4-

-A--— u..u-
.— 8. Eragilis

-s
—e’,

<1
5

‘4-

—4. e--4.
-e

5I
4

3’

-e
-e--

a 24
Tiempo (horas) Túmpo (hons~



CEFMINOX

GRAFICO5. CURVAS
TURBIDIMETRICAS
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GRAFICO 7.

a) DEGRADACION ENZIMATICA DE CFX

-‘e’-
a> Antíblotíco control
E

~B. fragílis 201 SE
~ E. fragílls 107

-~ ~ E. fragIlla 97
E
o :: Be dístasonís R939
CI

‘~ E. fragílls 0423

‘0 ~ 9. thetalataomlcron 0456
‘¡3

~ E. fragllís 119
E
o

~‘ E. fragllís 57
E
o
U

1 2 3 4 5

Tiempo de incubación (horas)

b) DEGRADACION ENZIMATICA DE CMX

a> ~ Antíblotíco control

~ 8. fragílls 201 SE

~ 8. fragllla IDI

~B. fragllis 97
‘E

~‘ 8. dístasanla R939
0

~ B. fragllis 0423
e

LO ~ 8. thotaíotaanilcron 0456
o

E ~ 8. fragílís 119
e
• -“‘e 8. fragllis 57o
eo

CI

3 4 5

de incubación (horas)

Tomado de la publicación correspondiente a la cita 140
(Soriano, F.; Edwards, R. and Greenwood, D., 1991).

a
o 22

a
0 1 2 22

Tiempo

ji



GRAFICO 8. NIVELES DE CMX, CFX Y CTX EN RATA
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GRAFICO 10 ~‘AUC¡TSA
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GRAFICO 11. TITSA
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GRAFICO 12. tITSA
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