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Cuandonació la “quimioterapia”,conceptointroducidopor PaulEhrlich, comenzólo
que llamamosla “era moderna” del tratamientoantimicrobiano.Desdeentonceslos logros
alcanzadoshan sido muchos,consiguiendola medicinauno de los mayoresavancesen su
historia. Esto se ha traducido en una disminución muy importante en la mortalidad y
morbilidad en la población.

Pero la evoluciónde la terapéuticaen esteintervalo de tiempo seha visto lleno de
dificultades muchasde las cuales no se han superadotodavía. Al mismo tiempo, otros

obstáculoshansurgidoen el caminohaciendode la labor investigadorauna tareaconstante.
Así, porejemplo,el desarrollodenuevasenfermedadesproducidaspor microorganismospoco
habituales,la apariciónde resistenciasy los efectostóxicos de los antimicrobianoshan sido

parámetrosque todavíahoy tienen un interésmáximo en estecampode la medicina.

Muchasvariableshacenqueel ideal de un antimicrobiano(que seaselectivofrenteal
parásitoe inócuo parael huésped)seamuy difícil de conseguir.De todos los factoresque
intervienen en la relación huésped-parásito-antimicrobiano,algunosde ellos no se han

estudiadocon la suficienteprofundidadhastahacepocotiempo(por ejemplo, la relacióndel
antimicrobianocon el sistemainmune).

Otrosparámetroscomola sensibilidadde los microorganismos,tal vez el factor más

estudiado,han tenidoqueincluir en su protocolodeinvestigaciónnuevosfactoresquepueden
darun giro en la terapéutica(39). En estesentido,algunasfamiliasde antimicrobianosusados

habitualmenteestánsufriendoo sufriránvariacionesen cuantoa suempleoen la terapéutica
de enfermedadesinfecciosas(9, 19, 32, 39, 46, 77, 88, 121, 138).

1. ANTIMICROBIANOS

La apariciónde la sulfanilamidaen la medicinahacia 1909fue el punto de partidade
la historia de la investigaciónantimicrobiana.En esamisma décadaseencontraronotros

compuestosque teníanactividad “in vitro” pero que “in vivo” no parecíanser eficaces.El
descubrimientode la penicilina en 1929 por AlexanderFleming y suposteriorpurificación
en 1940, seconsiderócomoel avancenecesarioparaquelos investigadorestomaranen serio
la búsquedade nuevassustanciasquepudieranteneractividadcontraotros microorganismos.

La principal fuente posterior de sustancias antibióticas fueron las bacterias
pertenecientesal grupo de Streptomyces,del cual se han obtenido antibióticoscomo la
estreptomicina,el primero activo frente a bacilos Gram-negativosaerobios. A partir de
muchas de estas sustanciasobtenidas naturalmentese han logrado otras nuevas por
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transformaciónquímica, queaventajana las primerasen algunospuntoscomoel espectrode
acción o su mejor farmacocinética.Otro grupo de antimicrobianosson los sintetizados
químicamente,talescomoel ácidonalidixico y oxolónico, etambutol,etc, querevolucionaron
y dieron un nuevoempujea la investigaciónen estecampo.

La clasificación ¡rimarla de los antimicrobianosse realiza teniendoen cuenta
principalmentecriteriosde acciónantimicrobianay de estructuraquímica(6):

1. Inhibidoresde la síntesisde la paredcelular.
- J3-lactámicos, glicopéptidos, bacitracina, lipopéptidos, glicolipopéptidos,

fosfomicinas.
2. Inhibidoresde ácidosmicólicos.

3. Activos sobremembranacitoplasmáticabacteriana.
- péptidoscíclicos,polimixinas.

4. Quelantesde ionesmetálicos.
- 8-hidroxi-quinolelnas.

5. Inhibidoresde la síntesisde proteínas.

- aminoglicósidos, macrólidos, lincosamidas, tetraciclinas, cloranfenicol, ácido
fusidico, estreptograminas.

6. Inhibidoresde ácidosnucleicos.

- quinolonas, novobiocinas, rifamicinas, 5-nitro-imidazoles, 5-nitro-furanos,
antifólicos.

A pesarde la inestimableayudaqueel avanceen algunasciencias,comola genética

o la bioquímicamolecular,hansupuestoparael descubrimientode los mecanismosdeacción
de los antimicrobianos,existentodavíahoy muchospuntososcurospor resolver,aunquela
mayoríade los compuestosentranya dentrode unau otra categoría.

Al mismo tiempo quese iban conociendoestosmecanismos,tambiénse empezaron
a estudiar los mecanismosde resistenciade los microorganismosa estos compuestos,
problema que se conocedesdela utilización del primer antimicrobiano.Su aparición,

favorecidapor la gran capacidadde mutaciónqueposeenlos microorganismos,esun tema
de la máximaactualidadhoy en día (23, 24, 72, 183, 187).

La resistenciaa los productosantimicrobianosviene determinadade forma muy
general por un cambio en las propias bacterias (adquisición de material genético por
transformación,etc...) o en el medio ambienteen que se desarrollan.Un antimicrobiano
puedepresentarresistenciasconmuy diferentesmecanismos.Así, podemosencontrarenzimas
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modificantesdel producto,alteracióndel objetivodel antimicrobianoo impermeabilidadal

pasoa travésde la membrana(23, 166).

Como consecuenciadel mayor conocimiento de estos mecanismosde acción y
resistenciay de otros muchos factores que influyen en la eficacia o actividad de los

antimicrobianos(farmacología,toxicidad), podemostener la seguridadde que los nuevos
productos y los ya conocidos serán aprovechadospara una mejor terapéuticade las
enfermedadesinfecciosas.

Li. OUINOLONAS

El desarrollodeestegrupode sustanciasfue lento y tuvieronquepasarmásde quince

añosdesdeel descubrimientodel ácido nalidíxico (precursorde las 4-quinolonas),hastala
aparición de las quinolonasfluoradasa finales de los años setenta.Desdeentonceshan
aparecidonuevasfluorquinolonasque han revolucionadola terapiaantiinfecciosapor sus
buenaspropiedadesantibacterianasy farmacocinéticas,así como por su inocuidad en el
hombre.

Las quinolonasno tienenunaestructuraquímicabásicaidéntica,pero sí comparten
un esqueletobasequees el anillo 4-oxo-1 ,4-dihidroquinoleina,abreviadamente4-quinolona.
Derivande cuatrogruposo subfamiliasen las queseintroduceunaseriede modificaciones
quecomportanlasdiferenciasentreunasquinolonasy otras.Unacaracterísticade los nuevos

agentesesla fluoracióndela estructurabásicallamándosefluorciuinolonas,lo quelesconfiere
mejor actividadbactericiday menor frecuenciade apariciónde resistencias.Todasellas son
ácidosorgánicos,y por tanto, intensamentelipófilos y con un alto pK.

Clasificaciónde las 4-quinolonasen subfamiliassegúnsu estructuraquímica.

1. Naftiridina.
- ácido nalidíxico, enoxacina.

2. Cinolina.
- cinoxacina.

3. Piridopirimidina.
- ác. piromidico, ác. pipemidico.

4. Quinolona:fluorquinolonas(exceptoác. oxolinico).

- ác. oxolínico, acrosoxacino,amifloxacino, norfioxacino, ciprofloxacino,

ofloxacino, pefloxacino, flumequina, fleroxacino, lomefloxacino, R-835, 5-
25932.
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El mecanismode acciónescomplejoy no estátotalmenteclaro. El objetivo de la
acciónde lasquinolonases la ADN-girasa, quecatalizael superenrrollamientonegativodel
ADN bacteriano(64, 106, 122, 204). Estaenzimaestáformadapor dosproteínasA y B que
estáncodificadaspor los genesgyr-A y gyr-B en E. colí; la enzimaactiva es un complejo
A2%. La subunidadA estáimplicadaen los procesosde rotura y reparacióndel ADN en el
superenrrollamiento,mientrasque la B es la responsablede la hidrólisis del ATP que se
requiereen la acción.

Sin embargo,algunosestudioshan propuestoque las quinolonasno se unen a la
subunidadA de la girasasinoqueformanun complejocon estasubunidady el ADN, lo que
implicaría una interaccióndirecta con el material genético(185). Cuatro moléculasdel

antimicrobianoseuniríanal ADN eintraccionaríanentresi hidrofóbicamente,proponiéndose

una unión a la girasa medianteel carbono7 de la quinolona.Tanto si la unión es con el
complejoADN-girasao sólo con la subunidadA de la girasa, los efectossobrela bacteria
serían los siguientes(65, 79, 106):

1.- Elongaciónde la bacteria:al inhibirse la ADN-girasa, seevita la reparaciónde
las roturasen el ADN. Esteseelongadentrode la bacteria.

2.- La unión a Ja girasa producidaun bloqueoen el pasode la ADN o ARN

polimerasaqueiniciarla la muertecelular inicial.

3.- Producciónde exonucleasaspor la fuerteinduccióndel genrecA del mecanismo

SOSde reparaciónde ADN (observadoen E. cok> (165); estollevarlaa la muertecelulary
lisis. Esto requeriríasíntesisde ARN y de proteínasantesde apreciarsela actividad de la
quinolona, lo quehacede quela acciónbactericidade estasmoléculasseadependientede la
síntesisde ARN. Puestoquelas quinolonastambiéncausaninhibición de la síntesisde ARN

a altasconcentraciones,la acciónde estassustanciasseguiríauna respuestabifásica,como
así sucedeen la realidad,ya queestosantimicrobianosmuestranuna únicaconcentración
bactericidaóptima (CRO) tal que cualquier concentraciónmás alta o más baja que ésta
causaráun menornúmerode muertebacteriana.

Estepareceser el mecanismoA de acción de todaslas quinolonas.Sin embargo,se
ha propuestoun segundomecanismoB en el casode ofloxacinoy ciprofloxacinoen el que
la inhibiciónde la síntesisde ARN no causaríaunaadicionalfaltade acciónbactericida(106).

La fijación celulares rápida(51, 166): cuestiónde minutosparaenterobacteriasy S.

aureus,disminuyendocon la presenciade iones magnesioo calcio, baja temperaturay Ph
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ácido.

La penetraciónen las bacteriasGram-negativasestá mejor estudiadaquepara las
Gram-positivas,proponiéndoseel siguientemodelo:

1) El pasode la membranaexternaseríapor difusión pasivaa travésdeporosOmpF

o bien vía fosfolipidos.
2) El transporteen la membranacitoplasmáticaesun procesode difusión,aunquehay

algunaevidenciade queestéacopladoa una fuerzaprotón-motriz.
3) Existeun transporteactivoen la membranacitoplasmáticaqueextraela quinolona
de la bacteriahaciael periplasma.
4) El transportehaciael exteriorposiblementeocurrea travésde porostipo OmpF,
implicandoo no a los fosfolipidos.

Como consecuenciade estetransportela quinolona seacumulaen la bacteriahasta

cuatrovecesmásque la concentraciónexterna(51).

Su espectrode acciónesamplio y varíadesdealgunasespeciesde bacteriasGram-
negativasde las primerasquinolonas,hastael aumentograduala otrasbacteriasen lasnuevas

sustancias;primerocontraenterobacteriasy otros aerobiosGram-negativos,mástardefrente
aciertosaerobiosGram-positivosy bacteriasintracelulares,y másrecientementecontralos
anaerobiosy cienosprotozoos(7, 8, 64, 65, 182). El efectoesbactericiday, en general,hay
unabuenacorrelaciónentreCMI e inhibición de la ADN-girasa(23).

Ciprofloxacinoes la másactivade las disponiblesparausoclínico, aunqueno deben
olvidarseotras propiedadesigualmenteimportantesen la evaluaciónde un antibiótico. En
generalno existeefectoinóculo,pero con la CMI sólo seinhibe el crecimientocelular,así
queesteparámetrono daifa unaindicaciónreal de la actividadbactericida(122).

Lasresistenciasde importanciaclínicaque sehanencontradoson fundamentalmente
cromosómicas(83), por modificaciónenzimáticade la subunidadA de la ADN-girasa(72),
o por modificaciónde la permeabilidadde los poros (93) (probablementepor alteraciónde
los lipopolisacáridosde la pared,que impiden la entradade estoscompuestosdentrode la

bacteria). Este último tipo de resistenciaes más frecuenteen KIebsiella, Enterobacter,

Serratia y Pseudomonas(79).

Las característicasfarmacocinéticasson muy similares entre las quinolonas,
exceptuandolas denominadasde primera generación(ác. nalidíxico, ác. oxolínico, ác.
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pipemídico, ác. piromidico y fluomequina, entre otros). Destaca sobre todo la buena
absorciónquepresentanpor vía oral, oscilandoel tiempo máximoentre 1 y 3 horas(105).
Las constantesde absorcióny eliminaciónson independientesde la dosisadministradapor
lo queel incrementode la C,,,~, y el áreabajo la curvaesproporcionalal incrementode la
dosis. La vida media sérica de los nuevoscompuestoses elevada,entre 3-4 horas. En
general,seunenaproteínasplasmáticasen un bajoporcentaje(normalmenteinferioral 50%).

La difusiónhisticaesamplia (17), alcanzandoen generalaltasconcentracionesen los tejidos
periféricosy fluidos orgánicos,oscilandosu volumende distribuciónentre 1 y 3 1/kg. La
penetraciónen macrófagosy polimorfonucleareseselevada.

Laeliminación(203) esmayoritariamenterenal(tantopor ifitración glomerularcomo
por secrecióntubularactiva), y un menorporcentajepor ruta transintestinal,aunquehay

variacionesy cadacasoha de ser estudiadoen particular. La dosisdiaria oscila entre200
y 800 mg vía oral (V.O.) y, en general,la cinética de administraciónV.I. no cambiade

manerasustancial(202).

Los efectos secundadosy toxicidad (152) son pocos, considerándosea las
fluorquinolonas como antibióticos relativamenteseguros.Las reaccionesadversasmás
frecuentesafectanal aparatodigestivocon nauseas,vómitosy diarreas.Por partedel sistema
nervioso central se han descrito insomnios, cefaleasy convulsiones.Se han observado
reaccionesde fotosensibilidad.Las fluorquinolonasno debenserusadasen niños debidoa un
posibledañoen el cartílago.

Lasindicacionesmásfrecuentesde las quinolonas,especialmentelas fluoradas,son
en infeccionesrespiratorias,urinarias, intestinales,osteoarticulares,de la piel y tejidos
blandos,infeccionesde transmisiónsexuale infeccionessistémicasgraves(62, 105).

1.1.1.Cinrofloxacino

Estructuraquímica:ciprofloxacino(ácido-1-ciclopropil-6-fluor-1 ,4-dihidro-4-oxo-7
[1-piperazinil] 3-quinoleincarboxflico) es una fluorquinolonacon estructurade 4-quinolona

de origensintético(figura 1). La fluoraciónen posición6 y el anillo piperazínicoen posición
7 han mejoradola actividad de este compuesto,por ejemploel radical 1-piperacinicoen
posición7 potencianotablementesu actividadfrentea P. aeruginosa(29, 71).
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Figura1. Estructuraquímicade ciprofloxacino

Actividadantibacteriana:suacciónespredominantementebactericida(7, 29, 56, 71)
y poseeun amplio espectroqueabarcacocosy bacilosGram-positivosy Gram-negativos,
aerobios,facultativosy anaerobios,Mycoplasma,Chlaniydia,Rickeasiay Micobacíerium.La

actividadesparticularmentealta sobreenterobacteriasy Pseudomonos.Actda tanto en fase
de crecimientoexponencialcomoen faseestacionaria,aumentandosu potenciabactericidaa
pH alcalino y no influyendo las condicionesde aerobiosiso anaerobiosis(71).

Desarrollo de resistencias:aunque no es muy frecuente, se han desarrollado
resistenciaspor mutacionesen la ADN-girasaen varias especies,entrelas queseincluyen

& marcescens,K. pnewnoniaey más frecuentementeP. aeruginosa(29). También se han
observado resistenciascruzadas con las ureidopenicilinas, las cefalosporinas y los
aminoglicósidos,probablementepor una mutacióncromosómicaqueimplica cambiosen los
porosde la membranacelular, inhibiéndoseasí la penetracióndel antimicrobiano(6).

Farmacocinética:la absorciónde ciprofloxacino tras su administraciónpor v.o. es

buena(75-80%) y seproducecon rapidezalcanzandola C,,~,, entre 1 y 1,30 horasdespués
de su administración(18, 49). Por v.i. la concentraciónsérica disminuye rápidamente
(aproximadamentea la cuarta parte de la dosis) en los primeros 30 minutos (29). Su
distribucióntisularesmuy amplia (43). La penetraciónintracelularesbuenay el volumende
distribuciónen estadoestacionariooscilaentre2 y 3 1/kg, por tanto, las concentracionesen
los diferentestejidosorgánicosson elevadas.La unióna proteínasesbaja, 20-28%.La vida

mediade eliminaciónsesitúaentre3 y 5 horas(203). Como consecuenciade la eliminación
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preferentementerenal, ciprofloxacinoalcanzaen orina concentracionesmuy elevadas.

1.2. 8-LACTAMICOS: CARBAPENEMAS

El grupo de los antimicrobianos13-lactámicosha sido tal vez el másimportantetanto
por el gran númerode compuestosdescubiertoso sintetizadosque contienecomo por su

utilizaciónen la quimioterapia.Desdequefue descubiertala primerasustanciadel grupo (la
penicilina)en el año1929 hastahoy, han sido mileslos compuestosqueenestegruposehan
estudiadocomoposiblesantimicrobianos.

Primariamentey por su estructuraquímica, los il-lactámicos se dividen en dos
subgruposcon lassiguientessubdivisiones(148):

1.- Los derivadosdel ácido6-amino-penicilánico(6 A.P.A.)
- Penamaso penicilinas
- Penemas
- Carbapenemas
- Clavamas

2.- Losquederivandel ácido7-amino-cefalosporánico(7 A.C.A.).

- Cefalosporinas
- Cefamicinas
- Oxacefemas

Los subgruposquecontienenun mayornúmerode sustanciasson los penemasy las
cefalosporinas,grupoesteúltimo convariasgeneracionesde moléculasmodificadasparadar
mayor resistenciaa 13-lactamasasy máspoderbactericida(148).

Los carbapenemasdifieren del núcleo de los penamasen que tienen un carbono
reemplazandoun sulfuroen la posición 1 y un dobléenlaceentreloscarbones2 y 3 del anillo

tiazolidinico. Lasdosprimerassustanciasde estegrupo(ácidoolivánicoy tienamicina)fueron
descubiertascasi al mismo tiempo en la mitad de los años70 a partir de un programade

búsquedade nuevassustanciasinhibidoras de la paredcelular en el géneroSíreptomyces

(148). Desdeesemomento,otrassustanciasfuerondescubiertaso parcialmentesintetizadas,
comoepitienamicinaA, las carpetimicinas,asparenomicinas,pluracidomicinaA o el SQ

27860, aisladode Serradaspp. y Envinia spp.. Sin embargo,estassustanciasno se han
utilizado en la clínica aún teniendoen cuentasu estabilidadfrente a B-lactamasasy poder

bactericidaya que eran bastanteinestablesquímicamente.Solamenteun derivado de la
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tienamicina,el N-forniidoil-tienamicina(imipenem)ha probadounaestabilidady capacidad
bactericidasuficientecomoparaserutilizadoclínicamente.

El mecanismode acciónde estosantimicrobianosestábastanteestudiado,asícomo
el del restode B-lactámicos. Su objetivo es la unión a proteínasfijadoras de penicilinas
(PBPs), que se encuentranen la membranacitoplasmáticade la célula (24). La acción
bactericidade los l3-lactámicosincluye (148):

1.- Penetraciónatravésde la membranaexternay del peptidoglicanopor porosOmpF
y OmpC en el casode lasbacteriasGram-negativas,ya quela membranaexternaactúacomo
unabarrerahidrófoba,impidiendoel pasode sustanciahidrofílicas. Imipenematraviesabien
esoscanalesporque contieneunacargapositiva y unanegativa,y porque su estructuraes

compacta.En el casode P. aeruginosalos poros seatraviesanmejor, ya quesus canales
poseenun diámetromayoral del restode enterobacterias.En el casode Gram-positivos,la
penetraciónen el espacioperiplásmicoeslibre al no poseermembranaexterna.

2.- Recorrido a través del espacio periplásmico sin ser inactivadas por las fi-
lactamasas,enzimasidentificadas en la mayor parte de las especiesbacterianasy que
hidrolizan el anillo 13-lactámico.

3.- Fijación sobre el lugar de acción (las PBPs). Estos polipéptidos (de 40.000 a
120.000daltons)sonenzimastranspeptidasasy carboxipeptidasasque realizansu funciónen
la síntesisdepeptidoglicano.Estafijación sedebeala analogíaestructuraldelos B-lactámicos
con el dipéptidode alanina.El númerodePBPsestáen funciónde las especies,variandode
6 a 8 paralas enterobacterias,y de 4-5 para los Gram-positivos.Cadacompuestotieneuna
afinidadpor unaPBPdistinta,observándosesegúnello unosefectosdistintosen la célula. Se
hanobservadotres efectosmorfológicos distintossegúnla unión del antimicrobianoa las

distintasPBPs: formaciónde filamentos,esferoplastoscon lisis rápiday fonnasglobosas.
En el casode imipenem,las PBPs afectadasson las PBP-2, la y ib, así como la 4 y 5,

observándoseformasesféricaso esferoplastos.LasPBP la y lb tienecomoconsecuenciala
formaciónde esferoplastos~con lisis rápiday la PBP 3 la producciónde filamentos.

4.- Lisis bacteriana:la unión a las PBPsorigina unadetenciónen el crecimientopor
la inhibición de la síntesisde peptidoglicano.Sin embargo,los il-lactámicostambiéntienen
unaacciónbactericida,producidapor la liberaciónde autolisinas(mureinahidrolasas)que

eran inhibidaspor la acciónde ácidoslipoteicoicos.La liberación de estosácidosconducea
la lisis del peptidoglucanopor partedel sistemaautolitico, con la subsiguienteexplosión

celular.



Introducción 11

Las resistenciasde importanciaclínica en el grupo de los il-lactámicosen general
y en el de los carbapenemasen particular se suelenencontraren los distintos niveles de
acciónde estosantimicrobianos(124, 148):

1.- Alteraciónde la permeabilidadde la membranaexternaen Gram-negativos.Los

poros OmpF y OmpC pueden estar alteradosen su diámetro e impedir el pasode las
moléculas.El poroOmpFtienemayordiámetroqueOmpC,y su mutanteesmenosresistente
a la penetraciónde las moléculas.Puedehaberresistenciascruzadascon aminoglicósidosy
ácido nalidixico, que también utilizan estos poros para su penetración.También puede
disminuir e númerodeporosen la célula. En imipenem seha observadohastaun 25% de
resistenciasfrentea P. aeruginosadebidoa cambiosde permeabilidad.

2.- Resistenciapor 13-lactaniasas:puedeserde dostipos: de resistenciahidrolitica o
no hidrolítica. La primera es la más importantey dependede muchosfactores,como la
cantidadde enzimasintetizada,afinidad por el antimicrobianoy tipo de enzima. Las 13-
lactamasaspuedenejercer su acción dentro del espacioperiplásmico (enterobacteriasy

Pseudomonas)o en el exterior de la pared(como en Staphylococcus).Se han descrito y
estudiadomuchasIl-lactamasasen muchasespecies,y su origen puedeser plasmídico o
cromosómico.Las más importantessedetallanen la figura 2. Imipenemes establefrentea
las penicilinasasde S. aureus,E. coli y otrasenterobacterias(TEM-l, TEM-2 y otras), y
presentamoderadaestabilidad frente a las derivadasde TEM-2 y SHV-1 activas frente a
aztreonamy cefalosporinasde tercera generación.La resistenciano hidrolítica se ha
observadosobretodo en cefalosporinas,aunqueimipenemseha mostradocomoinductor de
il-lactamasasde la clase1 de Sykes(cromosómicas),pero no modifica su actividadin vitro
o in vivo. Una enzimade B. fragilis (una zinc metaloenzima)si es capazde inactivar a

imipenem,asícomo otrasde Aeromonashydrophilia.

3.- Alteraciónde lasPBPspor mutaciones:sehanobservadomutacionesquealteran

las PBP, disminuyendola afinidadde los 13-lactámicosa estasproteínas.Normalmentese
modifican las PBPs esenciales,como la 1, 2 y 3. Han aparecidotanto en enterobacterias
comoen S¡aphylococcus.

4.- Toleranciabacteriana:seha observadoparaalgunosB-lactámicosy seproducepor
un aumentode la CMB aunquela CMI permanececonstante.Puedeser debidoa un déficit

de mureina hidrolasa por mutación o persistenciadel represor, faltando entonces el
mecanismobacteriolitico.
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Figura2. 11-lactamasasde Gram-positivosy Gram-negativos.

El espectrodeaccióndeloscarbapenemasserefierensolamenteaimipenem,el único
comercializadoy probadoclinicamente.Es activofrenteabajasconcentraciones(0,1-8 mg/l)
a casi todos los Gram-positivos,Gram-negativos(incluyendo P. aeruginosa),anaerobios

(sobre todo B. fragilis), micobacterias (199) y Nocardia spp.. Solo P. mal,oplúlia,
Eníerococcusfaecium, algunascepas de £ aureus y estafilococoscoagulasa-negativos
resistentesa meticilina,P. cepaciay corynebacteriasson generalmenteresistentesaimipenem
(24).

Característicasfarmacocinéticas:imipenem no seabsorbepor vía oral, ya que se
destruyeen el estómago.Tras una infusión lenta (20-25 mm.) de 500 mg I.V., los niveles

séricososcilanentre20-60 mg/l. Si la infusión esde 1000mg, los nivelespuedenllegar hasta
52-67 mg/l, siendo6 horasmástardede0,8-1,3mg/l. Se distribuyeampliamentepor todos
los órganoscon un buenvolumendedistribución: 0,231/kg. La unióna proteínasessólo
del 20%. La vida mediaesde 1-1,3 horasen función de la dosis(24).

La eliminación es mayoritariamenterenal (75%), siendo el 25% restantepor
mecanismosextrarrenales,presumiblementepor vía metabólica. La excreción renal se

producepor filtración glomerular(dostercios)y el restopor secrecióntubularactiva. En los
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primerosestudioscon tienamicinaseencontróquesólo unapequeñadosisdel agentequese
encontrabaen orina se encontrabaen forma activa. Tras variosestudiossedescubrióque
habíaunaenzimaen el túbulo renalproximal, la Dihidropeptidasa1 (unametaloenzima),que
hidrolizaba el antibiótico. La coadministraciónde cilastatina en proporción 1:1 con

imipenem,permiterecuperarhastaun 70% de la dosisen forma de antibióticoactivo y eleva
ligeramentelos nivelesplasmáticos(24).

Los efectostóxicosgravesson infrecuentes.En el 5-10% de los pacientestratadosse
han comunicadoefectos indeseablespoco importantes,como trastornosgastrointestinales
(náuseas,vómitosy diarreas),reaccioneslocales(flebitis) y reaccionesalérgicas(exantema,
leucopeniay eosinofilia). Puedehaberuna elevación transitoriade las transaminasaso

alteracionesen el tiempode protrombina.No sehan descritoefectosnefrotóxicos,ya quela
inhibición de cilastatinadela Dihidropeptidasa1 impidela acumulaciónde productostóxicos
en el túbuloproximal (24).

Indicaciones:se utiliza en infeccionesgravesen las queno seconoceaún el agente
causal.Tambiénen infeccionesmixtascomosepsisde origenintraabdominalo ginecológico,
septicemiao infecciones en las que han fracasadopreviamenteantibióticos de amplio
espectro.La administraciónespor vía intramuscularo intravenosa,con un máximo de 4 g
diarios, reduciéndoseen un 50% la dosisen pacientescon insuficienciarenal severa(24).

1.2.1.Meronenem

Estructuraquhnica: meropenem((4R,55,65)-3-[(35,55)-5-dimetilcarbamoilpirrolidin-
3-il-tio]-6-[( iR)- 1-hidroxietil]-4-metil-7-oxo-1 -azabiciclo-[3.2.0]hepta-ene-2-ác.carboxíico)
esun nuevocarbapenemsemisintéticono comercializadosimilar a imipenem(figura 3). El
grupo dimetilcarbamoilpirrolidinetiodel carbono2 pareceser el responsablede la gran
actividadfrentea P. aeruginosay otrasbacteriasGrani-negativas(148). El grupo metil del
carbono1 ha sidoasociadoa la resistenciaa la hidrolizaciónfrente a las dehidropeptidasas.

Mecanismo de acción: al igual que imipenem y los demás il-lactámicos actúa

uniéndosea las PBPse inhibiendosu actividaden la formaciónde componentesvitalespara
la formaciónde la paredbacteriana(24, 148). Meropenemha demostradounabuenaafinidad

por lasPBPs2 y 3 de P. aeruginosa,la PBP2 deE. col! (aunquetambiénseunea la la, lb
y 3) y las 1, 2 y 4 deS.aureus(108, 148).
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Figura3.- Estructuraquímicade meropenem.

Actividadantibacteriana:casi todoslospatógenosGram-positivosy Gram-negativos

aerobiosy anaerobiosson susceptiblesa la acción de meropenem;las enterobacterias,P.
aeruginosa, estafilococosmeticilin-sensibles,H. influenzae, Neisseriaspp, B. catarralis,

Bacillusspp.,L. monocyíogenesy casi todoslos anaerobiostienenCMIs igualeso inferiores

a4 mg/1. Solamentelos enterococos,estafilococosmeticilin-resistentes,Flavobacíeriumspp.,
P. mafrophiliay P. cepaciatienenelevadasCMIs (108, 148).

Estabilidadfrentea Il-lactamasas:meropenemsemostróestablefrente a la mayor
partedelas13-lactamasastantodemicróorganismosGram-positivoscomodeGram-negativos.
Solamentefue inestablefrente a la cefalosporinasade P. malíophilia y la de P. cepacia,

siendoresistentea la 8-lactamasade S. aureus,a enzimasplasmidicas(incluidasTEM-3 y
TEM-5) o cromosómicasde Gram-negativosy la cefalosporinasadeB. fragilis. Es inductor
de il-lactamasascromosómicasde la clase1, pero menosque imipenem,no afectandoa su

actividad(108, 148).

Estabilidadfrentea la resistenciaintrínsecaen P. aeruginosa:esta resistencia
pareceestardeterminadaporcambiosen la permeabilidaddela paredbacteriana.Meropenem
pareceser másestablea esta resistenciaque imipenemy ceftazidima.Cuandola CMI de
carbenicilina es alta (> 128 mg/l), indicando cepas de alta resistencia, meropenem
incrementósu inestabilidadpor encimade imipenem(124).

Farmacocinética:trasunadosisde 1000g. víaI.V., la concentraciónmáxima(50-55

COOH
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mg/l) sealcanzaen aproximadamente0,5 h.. La distribuciónen estadoestacionariopor los
tejidosesbuena,siendoel volumende distribucióndeaproximadamente19 1. La vidainedia
esalrededorde 1 h., tantoparadosisde 1000 mg. comopara500 0250mg. (12). La unión
a proteínases másbajaque para imipenem, con un 13% frente al 22% respectivamente
(108). La eliminaciónesprincipalmenterenalpor secrecióntubular, recuperándosehastael
70% de la dosis;un 20% serecuperaen forma metabolizada(ICI 231.689).La recuperación
del antimicrobianoactivo en orina es alta, de un 79 ±2%, equiparablea la obtenida
normalmentepor imipenemcuandoseadministraconcilastatina.Esto indicaquemeropenem

esestablefrentea la dihidropeptidasa1 renal, no necesitandouna coadminstraciónde un
inhibidor de estaenzima(12).
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2. FARMACODINAMICA DE LOS ANTIMICROBL4NOS

La farmacodinámicatratade la actividadde un antimicrobianoen el cursodel tiempo
y de los mecanismosde accióny otrosefectosde estassustanciasen lasbacterias(figura4).
Losparámetrosfarmacodinámicosestánteniendocadavez másimportanciaen el diseñode
nuevosregímenesde dosificación(110, 117, 134). Hastahacepocosaños,la dosificaciónde

los antimicrobianosse basabaen simples parámetrosfarmacocinéticos, y las dosis se
administrabanpara mantenerel mayor tiempo posible los niveles del antimicrobianopor
encima de la concentraciónóptima e impedir que los microorganismosrecuperaranel

crecimiento(39, 68, 75, 88, 92, 98, 184).

Figura4.- InteraccionesHuésped-antimicrobiano-parásito.

Una motivaciónparaintroducir los parámetrosfarmacodinámicosen el estudiode la

dosificaciónde antimicrobianosha sido la de reducircostessin reducirla eficacia de estos
agentes.Porotrolado, algunasinfeccionesen pacientescon insuficienciarenalseverapodrían
ser tratadassi las dosistuvieran la mismaactividadaunquefueranmásbajas(39).

El estudioestandarizadode estosparámetrosfarmacodinámicosha comenzadohace
poco tiempo,aunquelas primerasobservacionesse hicieron hacemuchosaños(20, 53, 54,

55, 162). Algunos de estosfenómenosseestudiande forma relacionaday susimplicaciones
y mecanismosde acciónno seconocenen profundidad.
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2.1. EFECTO POSTANTIBIOTICO

Al mismo tiempoquelas primerassustanciasantimicrobianasempezabana aplicarse

en la terapéuticay en estudiosen laboratorio,algunosinvestigadoresya notaronqueexistía
un visible retraso en el crecimiento de microorganismosque habían sido expuestosa
antibióticosdurantecortos espaciosde tiempo. Así, Bigger (20) hacia 1944, lo relata en
pruebascon Sraphylococcusy Síreptococcusy penicilina G. A partir de entonces,otros
autorescomoParkery cols. (162), estudiaronesteefecto y lo demostraroncon el mismo

antibiótico(penicilinaG) y Swphylococcus,trasuna exposiciónde5-30 minutos.

Trasestedescubrimiento,Eagley cols. (20) hicieronun estudiotanto “in vitro” como
“in vivo”, utilizando tambiénotroscocosGram-positivos,pero no consiguierondeterminar
las concentracionesde antimicrobianoen suero.Otrosmodelos “in vivo” fueron utilizados

por otros autores,aunquela sensibilidaddel métodono pareceestarmuy demostrada.

No fue hastalos años70 cuandoestasobservacionesy estudiospreliminaresfueron

aplicadosaotrosantimicrobianosy bacilosGram-negativos(74, 142, 143, 196,200). Hasido
entoncescuandoha empezadoa haberunaestandarizaciónde las técnicashastaentonces

empleadastanto “in vitro” como“in vivo”, y a definirsede una forma aceptableparatodos
el verdaderosignificadode esteefecto,quesedenominócomoefectopostantibiótico(EPA).

Aunqueen los últimos añosse ha avanzadomuchoen el estudiode estefenómeno,
esmuchoel trabajoquequedapor haceren cuantoa la comprensiónde esteefecto, asícomo
a unamayorestandarizaciónde las técnicasy unaaplicaciónde los resultadosen la terapéu-
tica antimicrobiana(5, 14, 28, 89, 90, 91, 92).

2.1.1.Definición del EPA

Mc Donald (143) definió el EPA como la supresiónde crecimientobacterianoque
persistetrasunalimitadaexposicióndelos microorganismosa un antimicrobiano.Es tal vez
la definición más aceptada,ya que enfatiza el hecho de que no se debe a la acciónde

antimicrobianoresidual,sino a unapreviaexposicióna este.

2.1.2. Mecanismodel EPA

Conocer los mecanismospor los que los antimicrobianosinducen EPA en los
microorganismosesunadifícil tarea,ya que las diferenciasen la duraciónde esteefectoen
las distintascombinacionesantimicrobiano-microorganismosugierenquedebenexistirvarios
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mecanismosimplicados.La explicaciónmásgeneralizaday razonableapuntaa quelosdaños
no letalesproducidospor los antimicrobianosproducenun retrasoen el crecimientonorma]
de la bacteria.Los aminoglicósidos,por ejemplo,seunenal ribosomaimpidiendola síntesis
de proteínas,de maneraque los largosEPA queproducentanto “in vitro” como “in vivo
representaríael tiemponecesariopara la síntesisde nuevosribosomas,o la disociacióndel

antimicrobianode su objetivo (39, 134). En los macrólidos,con el mismo objetivo celular
quelos aminoglicósidos,tendríanun mecanismoparecido,aunquealgunosestudiosparecen

demostrarqueesotro(39, 78, 134). En las quinolonas,queinhibenala ADN-girasa,el EPA
representaríael tiemponecesarioparala disociacióndel antimicrobianodel complejoADN-

girasa,y la reparacióndel ADN.

En el casode los 8-lactímicos,no sehaencontradoEPA significativo frentea Gram-

negativos.Comoestosantimicrobianosseunenaproteínasfijadorasdepenicilinas(PBPs)que

actúanen la síntesisde peptidoglicano,unaposibleexplicaciónesqueel EPA es el tiempo
requerido por la célula para sintetizar de nuevo estas proteínaso el necesariopara la
disociacióndel complejoPBP-antimicrobiano(39). Cadail-lactámico tieneunao variasPBPs
especificasdondeactuaren cadaespeciebacteriana,con lo queel EPA variarla con cada
combinaciónde antimicrobiano-microorganismo.La falta deEPA de los Gram-negativosen
la mayoríade los Il-lactámicosseríadebidaa un rápidadisociaciónde estasmoléculasde las

PBPsaqueestánunidas.

Sin embargo, los carbapenemassi parecenpresentarun EPA significativo frente a
Gram-negativos(5, 28, 39, 137). Sepodríaexplicarpor la granafinidada lasPBPsy rápida
difusión por el espacioperiplásmico(134). Otra explicaciónpuedeser la de que se une
preferencialmentea la PBP-2, a diferenciade los otros 8-lactámicos(39, 61). Sin embargo

se ha demostradocon mutantesde E. coil que el EPA erael mismo cuandola PBP-2era
inactivadatérmicamente(136). Otras familiasde antimicrobianosno han sido estudiadaso

su mecanismono seconocemuy bien.

2.1.3. Determinacióndel EPA “in vitro

”

Sehanutilizadounagranvariedadde técnicasparael cálculodel EPA “in vitro”, pero
casi todasellasse basanen los mismospasos:cuantificarel crecimientotrasla eliminación
del antimicrobiano. Para este segundo proceso, se han utilizado principalmentecuatro
métodos(39):

- Lavadodel antimicrobiano:se realiza mediantela centrifugaciónde los

caldosde cultivo a unas 1200 x g duranteunos5-10 minutos,eliminandoluego el
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sobrenadantey resuspendiendoel sedimentoen medio fresco (25, 142, 143). La
mayoríade los investigadoresrealizanal menosdos centrifugacionesparaasegurar

una total supresióndel antimicrobiano.La mayor desventajade estemétodoesque
las bacteriaspuedenmostrar un retrasoen el crecimiento (89) debido a efectos

mecánicosde la centrifugación.

- Inactivaciéndel antimicrobianopor mediodeenzimas:es un métodomás
simpley rápidoquelos otrosdos, perocon el inconvenientede queescasi exclusivo
de los Il-lactámicos (20, 53, 54, 55), ya que no se disponen de enzimas
comercializadasqueinactivenotros antimicrobianoso no son muy eficaces.

- Dilución delcultivo: estemétodoesbastantesimple, y consisteendiluir un

el cultivo con los microorganismosy el antimicrobianoen mediofresco(39, 146). La
dilución dependede la concentraciónde antimicrobiano,utilizándoseí<V si es mayor

que la CMI (18). El inóculo inicial debeser de al menos l(Y-106 UFC/ml paraque
pueda cuantificarseposteriormentesu crecimiento. Se puede aplicar a cualquier
antimicrobiano,aunquese corre el riesgode no poderdetectarcrecimiento si éste

tieneun poderbactericidamuy grande.

- Exposicióndemicroorganismosenun filtro o membrana:lasbacteriasen
esta membranase colocan en una placaquecontieneagarcon antimicrobiano,que
difundepor la membrana(131). El lavadoseproducepor repetidastransferenciasa
placascon agarsin antimicrobiano.Lasventajasson quelos microorganismossufren
menosdañoal no habertantosefectosmecánicos(cambiososmóticos,etc.),perotiene
el inconvenientede sermás incómodoy trabajosoqueel de dilución o inactivación
por enzimas.

Se han desarrolladootros modelos “in vitro” que simulan las concentraciones
fisiológicasdel antimicrobiano,aunqueposeenel problemade no podersepararel EPA de
los efectosde lasconcentracionessubinhibitoriasdel antimicrobiano.

- Modelos de dilución repetida:consistebásicamenteen realizarcontinuas
dilucionesde un frascode cultivo con antibiótico, añadiendoun volumende medio

fresco igual al extraído (77). El mayor problema es que se diluyen los
microorganismosjunto con el antibiótico.

- Modelosde diálisis: se estableceunadiálisis entreun sistemacenadoque
contieneel microorganismoy queestáseparadode otro, quecontienemedio fresco,
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por unamembranasemipermeable(21,191).El antimicrobianopuedeafiadirsea un
sistemau otro, segúnel modelode absorciónIV o IM. La ventajasobreel método

anterioresqueno se diluyen los microorganismos.

La mayoríade estosmétodosutilizan el recuentode TJFC/inl paraseguirla cinética
de crecimiento,por lo que en un principio se estimó el períodode EPA comoun período

estacionariode crecimientoquesetraducíaen un intervalo llano de la curvafrenteal tiempo
(53, 54, 55, 162). Sin embargo,han aparecidootros métodosde seguimientode la curvade
crecimientocomo la mediciónde cambiosen la conductanciaeléctrica (5, 82), cambios
enla concentraciónintracelulardeATP (94, 111), espectrofotometría(15, 169), recuento
electrónicode partfculas(151) o cambiosen la morfología(131). Algunos métodoshan
dadoEPA máslargosqueel recuentoen placa,peroen generaltienen buenacorrelación.

En un intentode estandarizarun métodoparapodercompararresultadosentrevarias
metodologías,seutiliza la fórmulaEPA = T - C (39, 143), en la cualT representael tiempo
necesariopara los microorganismosexpuestosa antimicrobianoen incrementar1 Log10su

concentraciónen el momentodel lavadoo dilución, mientrasqueC es el tiempo requerido
por los microorganismoscontrol para incrementartambiénsu concentraciónen 1 Log10 a

partir del mismo tiempo. La razónde utilizar 1 Log10 sedebea que en la mayoríade los
microorganismos,sueleserel momentoen el que serecobrael crecimientonormal.

Muchosagentesantimicrobianos,porejemplo5-lactámicosy fluorquinolonas,alteran
la morfologíabacterianae inducen filamnentaciónen bacilosGrain-negativos(39, 132). Los
filamentosson célulasquecontienenvariosgenomasdentrode un citoplasmacomún (129)
y, cuandosedeterminancinéticasde crecimiento,seasumequeunabacteriacorrespondecon
unaUFC, cuandoenrealidadcadacoloniacorrespondea un filamento. Esterecuentode UFC
por filamento puedeconducira una sobreestimacióndel efectopostantibióticoen ciertos
antimicrobianos.Lorian (131) defineel EPAcomoel períodode tiempoquecomprendedesde
el estado de inactivación enzimáticadel microorganismoa partir de eliminación del
antibiótico,hastael momentoen quelasenzimasrecuperansu funcionalidad.Segúnesteautor
la morfologíabacterianarefleja las variacionesen la actividadde esasenzimas,y define el

EPA morfológico comoel tiempo necesariopara queuna poblaciónde filamentosGram-
negativosalcancela proporción de un 10% de filamentosy un 90% de bacilos, lo cual
indicarla el final del EPA.

2.1.4.Modelosexoerimentalesen el estudiodelEPA “iii vivo

”

Aunque son muchoslos datosque se puedenencontrarsobreEPA “in vitro”, no
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encontramosmuy fácilmentecasosde estudios“in vivo”. En teoría,sepodríaevaluareste
efectoen cualquiertejidoo fluido corporalen el quefueraposibleun recuentodeUFC y una
mediciónde la concentraciónde antimicrobiano.De todas formas, los estudios“in vivo
debenseranalizadoscuidadosamenteparatenerencuentatodoslos factoresquepuedentener
relacióncon los resultadosobtenidos(10, 13, 36, 63, 107, 206, 207, 208).

Desdelosprimerosestudiosqueserealizaron,sólocinco modelosanimaleshan sido

usadosparacuantificaresteefecto(39):

-Modelo de infecciónen muslode ratón: es tal vez el más utilizado. Ya
Eagle y cols. (55) lo emplearonpara ver el efecto de la penicilina G sobre los

estreptococos“in vivo”. Otros investigadoreslo utilizaron también con nuevas
penicilinassobreGram-negatívos.

Estosexperimentosserealizabansobreratonesinmunológicamentesanos,hasta

queVogelman,Craig y cols. (89, 90, 198) lo modificaroninmunodeprimiendoa los
ratones,conlo queel efectodel sistemainmunequedabaanulado.

Estemodelo tienemuchasventajas(147); primero es relativamentebarato,el
sistemainmune no interfiere, el muslo del ratón puede extraersefácilmente, y

cuantificarel númerode UFC en el homogenizadono presentadificultades.El único
problemaque se presentóen un principio fue el de conocer la concentraciónde

antimicrobianoen el muslo, paraposteriormentecuantificarel EPA. Ryan y Cars(88)
demostraronmediantela implantaciónde piezasde algodónen el músculo, que los
niveles de varios ¡3-lactámicosen el liquido intersticial eran aproximadamentelos
mismosque en el suero,con un pequeñoretraso(11, 35, 37, 59, 116, 139). Para
asegurarsede queposiblesniveles residualesde antimicrobianotuvieran actividad,
Vogelman y Gudmundsson (198) reinfectaron a los ratones tratados con
microorganismosen faseexponencial,viendoquecrecíannormalmente.

- Modelodemeningitisen conejos:autorescomoSandey cols. (179, 190),
utilizaronestemodelopuestoen prácticapor ellosparaestudiarel efectode unasola
dosisde ampicilinasobre5. pnewnon!ae.Estemodelotienealgunasventajassobreel
anterior, comoque la concentraciónde antimicrobianopuedehallarsefácilmenteen
el sitio de infección,o queel EPA puededeterminarseparacadaanimal separado.Sin
embargo, cuando en posteriores estudios se inyectó penicilinasa en el líquido
cerebroespinal,los microorganismoscrecieronnormalmente,lo quedemostrabaque
los nivelessub-CMIeranactivos. La falta de EPA conpenicilina G y neumococoen
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estemodelo es consistenteconlos datosencontradosen el modeloanterior.

- Modelo de endocarditis en ratas: en estemodelo, utilizado también por
variosautores(52, 101, 102, 103, 110), seproduceunaendocarditisen lasválvulas
aórticao tricúspidemediantela introducciónde un catéterenla arteriacarótidao vena
yugular,por el queseinocula24 horasdespués10~ UFC del microorganismoquese
vayaa utilizar. El 100% de las ratasdesarrollanendocarditisen pocashoras.Un día
mástarde,seadministrael antimicrobianopor vía intramuscular,y posteriormentese
determinanel númerode UFC y concentraciónde antimicrobianoen lasvegetaciones
producidasen las válvulasmediantetécnicasestándar(bioensayo,RIA). La principal
desventajade estemodeloes su laboriosidady queno esdemasiadobaratocomopara
hacerlos estudiosextensivosa muchosantimicrobianos.

Otrosmodeloshan utilizadobacteriaspretratadas“in vitro” queluego son inoculadas
o expuestas“in vivo”, como:

- Modelo de cámarasen conejos: este modeloes tal vez el menosutilizado
de todos (31, 118, 153, 154), aunqueno es más complicadoque el anterior. Se
utilizan unascámarasde aceroen forma de red (llamadasTCF o TissueCageFluid)
quecontienenunos4 ml de un buffer, y queson implantadascuatrosemanasantesdel
experimentoen la espaldade conejossanos.En estascuatrosemanas,lascámarasse
rodeandetejido conectivoy seestableceun equilibrio entrelos líquidosintersticiales
y de la cámara.En el día del experimentose introducenen las cámaras0,4 ml de
suspensióncon microorganismosque previamentehan sido expuestosa la acciónde
antimicrobiano“in vitro”. Cadatiempode muestraseextraeunapartedel liquido y
sehallanlas UFC y concentracióndel antimicrobiano,determinandola duracióndel
EPA. En realidad,es unadeterminacióndel EPA “ex-in vivo”, y lo quepodemos

observaresel efectodelas defensasdelhuéspedfrenteal microorganismo,ya quelos
animales son inmunológicamentesanosy nosotros medimos las diferenciascon
microorganismosen fasenormalde crecimiento.

- Modelo de niezasdealgodónenratones:Rennebergy Walder (167, 168,
174) hanpuestoa punto este modelo quejunto con el de infección en muslo son
probablementelos mejor estandarizados.Se implantan subcutáneamentepiezasde
algodónempapadasde unasoluciónconbacteriasen la espaldade ratonesnormales,
administrándosedos horas más tarde el antibiótico V.I. Poseegrandesventajas:
extrayendolas piezaspuededeterminarsela concentracióndeantibióticoen el sitio de
infección,posibilidaddecontrolarla accióndelas concentracionessubinhibitoriaspor



Introducción 23

intercambiode dichaspiezascon los de ratonessin tratar, y por último quepermite

trabajarcondiferentesbacteriasa la vez.

El recuentobacteriano serealizacomoen “iii vitro”, pordilución y siembraen placa

deagar,en estecasode homogeneizadosde los tejidos o fluidos infectados.Posteriormente
se realizancurvasde crecimientoen los animalescontrolesy tratadosen 1og10 UFC/muslo,
ml o vegetación,segúnla técnica, respectoal tiempo (en horas),y sobreellassecalculael
EPA. Actualmente existen dos fórmulas para la cuantificación del EPA que difieren

ligeramenteentresi:

A) Una desarrolladapor Vogelmany cols. (198).

EPA=T-C-M

dondeM representael tiempoen quelos nivelesde antimicrobianoen sueroexceden
la CMI, T esel tiemporequeridoparaqueel númerode UFCen losanimalestratados

incremente1 log a partir del tiempoM, y C esel tiempoparaqueel númerode UFC
en los animalescontrol incremente1 log a partir del momentoen queseadministra

el antimicrobiano.

B) y otraempleadapor Rennebergy Walder (168).

EPA=T-C

dondeT esel tiempo requeridoparaqueel númerode UFCen los animalestratados
incremente1 log a partir del tiempoen quelos nivelesde antimicrobianodescienden

de la CMI (factorM en la fórmula de Vogelman),y C es el tiempo requeridopara
queel númerodeUFCen animalescontrol incremente1 log a partir del momentoen

queseadministrael antibiótico.

Es probablequeen la primera fórmula se produzcauna subestimacióndel efecto
postantibiótico,ya que el tiempo que los nivelesde antimicrobianoestánsobre la CMI es
consideradodosveces:unaen el términoT, y otra en M. El valor de EPA esmayorque en
la segundaecuaciónqueen la primera.

2.1.5. Factores que afectanal EPA

Son muchoslos factorespertenecientesal microorganismo,antimicrobianoy técnica
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utilizada quepuedenafectarla duracióndel EPA tanto “in vitro” como“in vivo”. Algunos
estánbien establecidos,comola concentracióny clasede antimicrobianoo la duraciónde la
exposición. Otros están por investigar, como tamaflo de] inóculo, pH, agitación, etc. A
continuaciónseenumeranalgunosde ellos:

- Tipode antimicrobianoy microorganismo:esteefectosepuedeencontrar

en casi todos los microorganismosy antimicrobianos, aunque hay diferencias
apreciablesentreellos. Muchos estudios(39, 88, 89) parecendemostrarque los
Gram-positivos (S. aureus sobre todo) exhiben EPA con casi todos los

antimicrobianos, si bien los JI-lactámicos lo inducen en menor cuantía que los
inhibidoresdela síntesisdeproteínas(aminoglicésidos).En contrasteconestosdatos,
los observadoscon bacilos Grain-negativosdemuestranque los 13-lactámicosno
inducen EPA sobre cepas estándarcomo E: col! o P. aeruginosa, aunquesi lo

producencon casi todos los demásantimicrobianos,como macrólidos,quinolonasy
aminoglicósidos.Con los anaerobiosocurre algo parecido a los bacilos Gram-
negativos,aunquelos datosobtenidosson menosnumerosos.

- Concentracióndeantimicrobiano:en el casode los Il-lactámicos,los datos
obtenidos parecenindicar que sólo se produce un apreciable EPA cuando las
concentracionesensayadasson de 8-32vecesla CMI, sobretodo con Gram-negativos
(39). Con los demás antimicrobianos, el EPA parece ser proporcional a la
concentración,aunquehay otrosparámetrosque tambiéninfluyen (nivel máximoen
suero,dosistotal, etc...).

- Duraciónde la exposición:al igual quela concentración,la duraciónde la
exposicióntambiénaumentala duracióndel EPA en il-lactámicos,aunquesecorreel
riesgode queno podamosluegodeterminarla concentraciónpor unamuertemasiva.

Otros antimícrobianos, como los aminoglicósidos parecen dependerde otros
parámetroscomo el áreabajo la curvade concentración,o dosis total administrada

(39).

- Efecto del tamaño del inéculo: sólo se ha examinado esteefecto con £
auras. Eagle y cols. (54) observaron que frente a altas concentracionesde
microorganismos,la penicilina G no inducíaEPA sobreS. aureus. También seha
observadoesteefectocon eritromicinasobrela mismacepa.

- Fase de crecimiento del microorganismo: en estudiostanto con penicilina
y S. aureuscomocon gentamicinay P. aeruginosa(39), revelanunaduraciónsimilar
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con microorganismostanto en fasede crecimiento como en períodoestacionario.

Normalmentese utilizan en todas las técnicasbacterias en fase logarítmica de
crecimiento, aunque no todos los antimicrobianosson activos en esta fase de
crecimiento(60).

- Agitación: tampoco parece haber diferencias entre el uso de agitación
mecánicaen la determinacióndel EPA “in vitro”, aunqueha habidoalgúncasoen el

que se han encontradodiferencias, como ampidiina frente a E. col!, donde la
agitacióndisminuyóel EPA de 1.4 a -0.6 horas (39, 119).

- Tipo de medio y pH: seha dado algún casoen el queel medio ha afectado
la duracióndel EPA; por ejemplo,Bundtzen(25) examinóel efectode suerohumano,
encontrandoque había una significativa reducción cuando E. col! se exponía a
tetraciclinao rifampicinacono sin sueroal 90%. Más tardesedemostróquetambién
la CMI aumentaba,conlo quela relación CMI-dosis no habíavariado.El pH parece
influir en algunasfamilias de antimicrobianosmás que en otras; en quinolonas y

aminoglicósidos, el pH ligeramente ácido (5,5) redujo el EPA en algunos
experimentosen nuestrolaboratorio.Tambiénen levadurasel pH5,3 aumentóel EPA

en estudiosde otros autores(101).

2.1.6. Efectosasociados

Seencuentranprincipalmentedos efectosrelacionadoscon el EPA. Estosson:

- Mayor susceptibilidada la acciónde leucocitos(PALE): Mc.Donald y Pruul (144)
y luegootros investigadores(47, 126)demostraronquelas bacteriasexpuestasdurantecorto
espaciode tiempo a ciertos antimicrobianos(en fase de EPA), eran más susceptiblesa la
actividadfagocitariade los leucocitos.En generallos Omm-negativosmostraronmásPALE
coninhibidoresde las proteínasquecon los 13-lactámicos.Craig y Gerber (38) demostraron

esteefectotambién“in vivo”, al observarquebacteriasen fasede EPA inyectadasen muslos
de ratoneseraneliminadasantesquebacteriasen fasede crecimiento.

- Disminución de la actividad bactericida durante el EPA: algunosantimicrobianos
estudiadosparecendemostrarque la actividadde estossobrebacteriasen fasede EPA está
disminuida(195). Segúnestosestudios,el gradode inhibición pareceser dependientedel
microorganismo(más en bacilos Gram-negativosque en cocos Gram-positivos) y del
antimicrobiano(13-lactámicosy trimetoprim másque aminoglicósidos).De todas formas se
necesitanmásdatos tanto de experimentos“in vitro” como “in vivo” quedemuestrenmás
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eficazmenteesteefectoen los antimicrobianosestudiados.

2.1.7. Aplicación clínica

La aplicaciónmás clara del EPA y de susefectosasociadoses en los protocolosde

dosificacióndelos antimicrobianosdeusocomún.Así, antimicrobianosqueinduzcanun EPA
prolongadofrente a un microorganismo,podrán administrarsede forma intermitentesin
miedo aperdereficacia, lo quetendríaun menorcosto. En el casode pacientescon riesgo
dealtatoxicidad,estehechopermitiríarebajarla dosissinperdereficacia(39). Paraverificar
estaaplicación,sehanestudiadoalgunosantimicrobianosconprolongadoEPA con el modelo
de infección en muslode ratón (38, 197), comparandoprotocolosde dosificacióncontinuos
o intermitentesmediantela disminuciónde UFC. Los resultadosde los dos modelosde

administraciónconantimicrobianosqueinducenEPAprolongado(gentamicinay eritromicina)
fueroniguales,mientrasqueconantimicrobianossin EPA (il-lactámicos)el régimencontinuo
fue máseficaz.

El estudiode esta aplicaciónclínica puedellegar cambiarla actual dosificaciónde
algunosantimicrobianosmuy utilizados,comolos aminoglicósidos.

2.2. EFECTOSDE LAS CONCENTRACIONESSUIBINHIBITORIAS

Otra seriede factoresfarmacodinámicosno relacionadosde forma directaconel EPA
son los efectos de concentracionessubinhibitorias sobre las bacterias. Aunque estos
fenómenosestánempezandoahoraa estudiarsesiguiendouna metodologíaigual paratodos
los investigadores,las primerasobservaciones,al contrarioqueel EPA, no serealizaronhasta

los años70 (170, 171).

La importancia de estos efectos es de gran relevancia ya que concentraciones
residualesde antimicrobianoson siempreencontradastras la administracióna los pacientes
de dosisterapéuticas.Si estasbajascantidadesde antibióticostuvieranalgúnefectosobrelas
bacterias y este pudiera ser cuantificado al igual que el EPA, la eficacia de los
antimicrobianosno severíatanafectadaen administracionesmásespaciadasdeestosagentes.

Los efectosde lasconcentracionessub-CMI incluyendesdecambiosen la morfología
y ultraestructurade las bacterias,hastalos producidosen la virulenciao fagocitosisde estas.
Algunos de estosfenómenoshan sidomejor estudiadosqueotros, por lo quesusmecanismos
estánmejor comprendidos.La mayoríade estostrabajosde investigaciónhas sido llevados

a cabo “in vitro”, aunquetambién ha habido algunos realizados“in vivo” que parecen
confirmar los datosobtenidoshastaahora(160, 161).
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2.2.1.Efectossobre la morfolo~fa bacteriana

Los cambiosen la morfologíade las bacteriassehanestudiadotantocon microscopio
de luz comoelectrónico,ya queestesegundomediopermitela observaciónde alteraciones

en la ultraestructura de las células (129, 132). La Concentración Mínima de
Antimicrobiano(CMA, término definidopor Lorian y cols.) (127, 132, 133) queproduce
modificacionesen la estructuracelular sueleestarentreun tercio a un octavo de la CMI,
dependiendodel antimicrobiano,aunqueen determinadoscombinacionesantimicrobiano-
bacteriasepuedenencontrarCMA de 1/20 x CMI.

La mayoríade los estudiossehanllevado a cabo“in vitro”, aunquelos obtenidos“in
vivo” hancorroboradosignificativamenteestosdatos. Los métodosutilizados “in vitro” se

puedendividir en dos categorías:

- estudiosen medioslíquidos: llevadosa caboen medioscomo caldo TSB o MH,
mediante la exposición de microorganismos a concentracionessub-CMI y posterior

observaciónal microscopio.

- estudiossobresuperficiessólidaso semisólidas:sobreplacasdeagarMII, bien sea
por crecimientoen su superficiey exposiciónadiscosde antimicrobiano,con la posterior

observaciónde células de zonascon concentracionessubinhibitorias,o por colocaciónde
membranasconmicroorganismossobreplacasde agarconconcentracionessub-CMiI.

Estos últimos métodosson los másutilizados tantopor su simplicidad comopor su
buena reproducibilidad. Además el crecimiento de microorganismosen fase sólida o
semisólidacomoel agarreproducemejor las condicionesque sepuedenencontraren una
infección “in vivo” (132).

Muchosgruposdeantimicrobianosinducencambiosen la forma de lasbacterias.Las
quinolonasinducenla formacióndefilamentosen bacteriasGram-negativas(50, 130), aunque

el mecanismode acciónno está suficientementeestudiado.Algunos macrólidosparecen
inhibir la separaciónde célulasen S. aureus,aunquelos septosson de2 a 3 vecesmásfinos

quecon 13-lactámicos(132). Sin embargo,el grupo mejor y más estudiadoes el de los 13-
lactámicos,quealterande forma mássignificativala forma de losmicroorganismos(22, 45,
95, 96, 97, 100). Su acción sobre la morfología de las bacteriases grandedebido a su
mecanismode acción. Producenfilamentacióno formación de esferoplastosen bacterias
Gram-negativas,segúnsobrequePBP tengamásafinidadel antimicrobiano:
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- PBPs la y lb: esferoplastoscon lisis celularrápida.
- PBP 2: esferoplastossin lisis celular.
- PBP 3: filamentos sin septo.

En las bacteriasGram-positivas,la morfologíamáscomúnmenteencontradaes la de
formasanormalmentegrandescon hasta32 célulasque no sehanseparado,denominadasen
inglés “clusters”. Tanto los “clusters” comolos filamentoso esferoplastossehanobservado
también“in vivo” (132).

La importanciade estos cambios morfológicosesgrande,ya queestá fuertemente
relacionada con la fagocitosis por parte de células del sistema inmune, como
polimorfonucleares.Algunos autoreshan observadoqueestafilococosexpuestosa penicilina

son fagocitadosmás rápidamenteque controles (128). En el caso de Gram-negativos,
filamentosde E. col! o P. aeruginosason matadosmás fácilmentequeunamismamasade
bacilosseparados(126).

2.2.2. Efectos sobre el crecimiento de cultivos de bacterias

Los efectos de las concentracionessubinhibitorias sobre el crecimiento de los
microorganismosesun temade la máximaactualidad.Estasconcentraciones,sin embargo,

actúande distinta manerasobre las bacteriasen fase de crecimiento logarítmico, fase
estacionariao microorganismospreviamenteexpuestosa la accióndel antimicrobiano.Esta
diferenciaha llevado a la definición de dos términos que definen estascircunstancias:el
efectode las concentracionessubinhibitorias(ECS) y el efecto de sub-CMI sobrebacterias
en fasede EPA (ECS EPA) (157, 158, 159, 160). Estosefectoshan sido estudiadosen un
buennúmerodeantimicrobianosy sehademostradoqueel segundoessignificativamentemás
largo. Neumococosy estafilococospreexpuestosa penicilinao benzilpenicilina,aspoxicilina,

teicoplanina,esparfioxacino,vancomicinao roxitromicinahan tenidoun mayorretrasoen el
crecimiento(un mayor EPA) cuandoeran expuestosa concentracionessub-CMI de estos
antimicrobianosquecultivos no preexpuestos(155, 157, 159, 161). Este mayor ECS EPA
queECSpareceestarrelacionadocon la presenciao no deEPA, ya queantimicrobianossin
efectopostantibióticono lo inducen(ampicilina, piperacilinasobreGram-negativos)(160).

Algunos estudios“in vivo” parecenapoyarlos resultados“in vitro”. Fluckigery cols
(66) demostraroneste efectocon imipenem y P. aeruginosa,con un ECS EPA de varias
horas.Este efectoes importante“in vivo” porque siemprese encuentranconcentraciones
subinhibitoriastrasla administraciónde un antimicrobiano,lo quepodríaalargarun posible
EPA.
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2.2.3. Otros efectossobre las bacterias

Algunos ejemplosde otrosefectosquelasconcentracionessub-CMIproducenen las
bacteriasson:

- Efectos sobre la adhesióna superficies: algunos estudios han demostrado una
disminución significativade la adherenciade P. aerug!nosao E. col! al sertratadocon sub-
CMI de ciprofloxacino, enoxacinoo gentamicina(27, 211). Otros antimicrobianoscomo
imipenem, tobramicina, meticilina o cefalotina tuvieron tambiénefectossobre la adhesión

(181).

- Efectossobre la actividad del suero y fagocitos (2): cepasde E. col! y S. aureus

(resistentesal suero)han demostradouna mayor sensibilidadal éstedespuésde ser tratadas
con sub-CMI de algunosantimicrobianos(1, 189). Por otro lado, algunosantimicrobianos
comoazitromicina,roxitromicina, cefamandolo gentamicinahan incrementadoel poderde
fagocitosisde bacteriasopsonizadaspor los PMNs humanos(3, 163).

- Efectos sobre la producción de factores de virulencia: se ha observado la
supresiónpor partede eritromicinaen concentracionessub-CMI de la producción“in vitro”
de exotoxinaA, elastasay fosforilasade P. aerug!nosa(104). Cepascon cápsulamucosay
no mucosa de esta misma especie han sido expuestasa la acción de sub-CMI de
aminoglicósidos,13-lactámicosy ciprofloxacino,observándoseen los primerosunareducción
de la excreciónde la cápsulade alginatoy de sideróforosquelantesde acero(150).

Todosestosparámetros,al igual quelos anterioresy el EPA, influyen en la relación
antimicrobiano-parásitode maneramuy importantecomoparaquesu estudioconjuntosea
llevado a caboen el casode antimicrobianosen uso y nuevassustanciasde interésen la
microbiologíaclínica y la quimioterapia.
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Las nuevasinvestigacionesque sehan llevadoa caboen el estudiode ciertosfactores
farmacodinámicosen las últimasdécadashan conseguidoquesecambieen ciertamanerala
forma de ver la relaciónmicroorganismo-huésped-antimicrobiano.El EPA y los efectosde
concentracionessubinhibitoriassondos importantesfactoresquehoy muchosclínicospueden
teneren cuentaal administrarun antimicrobianoa un paciente.

Sin embargo,estosparámetrospuedenvariar mucho másque los farmacocinéticos,
ya quesobreellosactúanmuchosmásfactores(incluida la propia farmacocinética).Tanto los
microorganismoscomoel estadode los pacientespuedenhacervariar de forma substancial

estosfactores,por lo quesuestudiodebeabarcarun númeromuy grandede situacionesque
sepuedendar en la realidad“in vivo”.

Por otro lado, estosestudios“in son necesariosparaunamejor aproximación
a lo queocurre en el hombre.Los modelosanimalesdan resultadosqueseríandifíciles de
obteneren ensayoscon humanos,ya por ética o por dificultadestécnicas.No quieredecir

estoque los ensayos“lii vitro” no seannecesarios,sino que son unaprimeraaproximación
imprescindiblecuandodeterminadassustanciasno se conocenen profundidad.

La necesidadde incluir el estudio de estos factores farmacodinámicosen la

investigaciónde nuevassustanciasantiniicrobianas,asícomode otrasampliamenteutilizadas
hoy en día, nos lleva a proponerlos siguientesobjetivosparaestetrabajo:

1) Estudiar“in vitro” el efectopostantibiótico(EPA) de meropenemy ciprofloxacino

frente a S. aureus, E. col! y P. aeruginosamedianteel método de dilución; asímismo,
estudiar los efectosde concentracionessub-CMI en el crecimiento y en la morfología
bacterianade S. aureusy E. col! mediantetécnicasestándar.

2) Medianteel modelode infecciónen muslode ratón neutropéníco,estudiarel EPA

“in vivo” de estosmismosantimicrobianosfrentea las trescepascitadasen el punto anterior,
asícomorealizarcurvasde letalidad“in vivo” condiferentesdosificacionesfrenteaS. aureus

y E. col!.

3) Con el modelo “in vivo” de infección intraperitoneal, observarlos cambios
morfológicosqueestosantimicrobianosinducenen ¿7. aureusy E. coli tras un tratamiento

corto.

4) Por último, evaluarcadauno deestosefectospor separadoy su posibleimplicación

en los regímenesde dosificaciónde meropenemy ciprofloxacino, comparandoen primer
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lugar los datos“in vitro” e “in vivo” y las diferenciasentrelas dos sustancias.



III. Materiales y Métodos
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1. MATERIALES

Los matenalesutilizadosfueron los siguientes:

1.1. MICROORGANISMOS

Las cepasutilizadastanto en los experimentos“in vitro” como “in vivo” fueron:

- Escherich!acol! ATCC 25922.
- Staphylococcusaureus ATCC 25923.

- Pseudomonaso.eruginosa ATCC 27853.

Las cepas se conservaronen placas de agar de M-H a 00C, llevándosea cabo

resiembrasen medio frescocada5-6 días. En el díadel experimentose inocularonen caldo
o agardeM-H, dependiendodel tipo de trabajo, incubándosea 37 0C durante16-18 horas.

1.2. ANTIMICROBIÁNOS

Los antimicrobianos utilizados en todos los ensayos fueron ciprofloxacino y
meropenem,suministradospor BayerS.A. e ICI-FarmaS.A. respectivamente,en forma de
polvo valorado con una potencia de 86,2% y 84,6%. Los stocks fueron preparadosde

acuerdocon las instruccionesdel laboratoriofarmaceútico,y se separaronen alícuotasde 1
ml cadauna, conservándolasa -18 0C hastasuutilización. Paracadaensayose utilizó una
alícuota que se diluyó en agua destilada o solución salina estéril hasta conseguir la
concentraciónrequerida.

1.3. ANIMALES

Se utilizaron ratoneshembrasBALB/C (suministradospor PANLAR S.A. y que
pertenecíanal animalariodel departamentode Microbiologíade la Facultadde Medicina),de
peso 25-27 g. y edadentre 18-20 semanas.Los animalesse mantuvieroncon aportede

comiday agua“ad libitum” y a temperaturaconstante,vigilando queno presentaranpatología
alguna.

1.4. MEDIOS DE CULTIVO

Los mediosutilizadosfueron los siguientes:
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- Caldo de MOeller-Hinton (OXOID)

- Agarde MUeller-Hinton (OXOID)
- Agar Iso-sensitest(OXOID)

Estos mediosfueronpreparadossegúnlas instruccionesdel fabricante.

1.5. OTROS PRODUCTOS Y REACTIVOS

- Soluciónsalina(9 g de CINa (PANiREAC) en 1 L de aguadestilada).
- SoluciónPBS (Buffer FosfatoSalino): polvo preparado(Biomerieux) paradiluir en

aguadestilada,con un pH de 7,2.
- Ciclofosfamida(Genoxal,de LaboratoriosFUNK) en viales de 200 mg con 10 ml

de aguadestilada.

- Discos de 1/2 pulgada(DIECO).
- Eter anestésico(PANREAC).
- Metanol (PANREAC).
- Arenade mar estéril (PANREAC).
- Talco (disueltoen aguadestiladay esterilizado).

1.6. INSTRUMENTAL

Los aparatose instrumentosutilizados eran los disponiblesen el Departamentode
Microbiologíade la Facultadde Medicina:

- EstufasHeraeus

- HornosHeraeus
- Autoclave(SelectaMod. Cino-Matic); la esterilizaciónsellevó a caboen un tiempo

de 20 minutosa 121 0C (1.2 atm.)
- Bañoscon agitación (SelectaUnitronic Mod. 320 OR)

- Centrífuga(SelectaMcxl. Meditronic)
- Espectrofotómetro(HITACHI Mod. U-l 100)
- MicroscopioOlympusBH2-RFCA
- Micropipetas(Gibson)
- Vórtex (Heidolph Reux 2000)
- Morterosde porcelana(ComercialAnger)
- Material quirúrgico: tijeras, bisturí, pinzas(ComercialAnger)
- Calibre (Fowler Ultra-Cal II, Sylvac)
- Jeringuillasde insulina (Plastipak,BectonDickinson).
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- PlacasPetride 9 y 15 cm de diámetro (Droquimay SoriaGreiner).
- Tubosde vidrio de 10 3 + 0,2 mm. de diámetro (ComercialAnger).
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2. METODOS

2.1. ESTUDIOS “IN VITRO

”

2.1.1. Recuentode microoreanismos

La concentraciónde microorganismossecalculó mediantela técnicade recuentoen
placa, descritapor variosautores(112); estemétodoconsisteen hacer unadilución seriada
del cultivo inicial, obteniendounaseriede tubos que contienencadauno 10 vecesmenos
concentraciónqueel anterior. A continuaciónsesembraban25 ~l decadatubo en placasde
agarM-H, contindosea las 18-24 horas el númerode UFC y calculándoseentoncesla
concentracióndel cultivo inicial. No setuvieronen cuentalas placasconun númerode UFC
por debajode 20 o por encimade 200.

2.1.2. Cálculode lasConcentracionesMínimas Inhibitorias y Bactericidas (CMI
y CMB

)

La técnicaempleadafue la de macrodiluciónen tubo (112), métodoqueconsisteen
los siguientespasos:

- primeroseprepararonunaseriede tubos quecontenían1 ml de caldo M-H
másdeterminadasconcentracionesdeantimicrobiano.Cadatubo teníael doblequeel
siguiente. El tubo con mayor concentraciónera de 256 gg/ml y el de menor, de

0,0075vg/ml. El tubo control contenía1 ml de medioM-H sin antimicrobiano.

- en segundolugar se añadióa cadatubo 1 ml de inóculo. Este sepreparó

ajustandola turbidez de un tubo con solución salina y microorganismosen fase
logarítmicade crecimientoal tubo n0 1 de la escaladeMc. Farland(3 x 10~ UFC/ml)
y diluyendodespuéshastaconseguirunaconcentraciónde io~ UFC/ml en caldo M-H.

LaCMI secalculó,transcurridas18-24horasenestufaa370C,comolaconcentración
delprimertubo queno presentabacrecimiento(turbidez)en comparaciónconel tubo control.

Parael cálculo de la CMB, sesembraronen placascon agardeM-H unos 10 ~l del

contenidode 6 tubos por encimaal de la CMI, incubándose18-24 horasen estufaa 37 0C.
Se tomó el valor de la CMB comola concentracióndel tubo quehabíadestruidoel 99.9%

de los microorganismos.
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Esteprocesose hizo por triplicado paralos dos antimicrobianos(ciprofloxacino y
meropenem)conlas tres cepas(E. col!, £ atonay P. aerug!nosa).

2.1.3. Efectonostantibiótico(EPA?

>

La cuantificación del EPA se realizó en un cultivo de microorganismosque se
expusieron a la acción del antimicrobianodurante 1 hora, y comparandodespuésel
crecimientocon un cultivo control (39). En el caso de meropenem,¿7. aureus tambiénse
expusoduranteun tiempode 2 horas.

Los cultivos contenían50 ml de caldo M-H al quesele añadieronmicroorganismos
(en faselogarítmica)alcanzándoseuna concentraciónde l0~ UFC/ml (absorbanciade0.06
a 580 nm). Las concentracionesde antimicrobianoque seañadieronfueron las siguientes:

- merooenem:0,3 mg/l paraE. col!, 0,6 mg/l para S. aureus y 20 mg/l paraP.

aerugznosa.

- ciprofloxacino: 0,5 mg/l paraE. col!, 6 mg/l para ¿7. aureusy 2,5 mg/l paraP.

aeruginosa.

Paracadaconcentracióny microorganismosemantuvoun matrazcomocontrol. Todos
los matracesse incubarona 37 0C en baño con agitacióndurante1 hora (en el caso de

meropenemy & aureustambiénsedejaron2 h.), al cabode la cualseprocedióa retirarel

antimicrobianomediantela técnicade dilución (39). Paraello se tomaron 50 pl de cada
matraz(control y tratados)añadiéndoselosa 50 ml de caldo M-H (dilución 1:1000),con lo
queel efecto del antimicrobianoquedabaanulado.Los matracesse incubaronentonces7
horasde nuevoa 370C en bailo con agitación.

Las curvasde EPA se elaborarona partir de recuentosbacterianosque sehicieron
cadahora desdeel tiempo O (adicióndel antimicrobiano)hastala 7~ hora. Esteprocesose
repitió tresvecescon cadaantimicrobianoy cadamicroorganismo.

El cálculo de la duracióndel EPA seefectuóutilizando la fórmula descritapor Mc.
Donald (143):

EPA=T-C

donde:
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- T = tiempo (en horas)quetardael cultivo de microorganismostratadosen
incrementar 1 logaritmo10 su concentracióna partir del tiempo O (dilución del
antimicrobiano).

- C = tiempo (en horas)que tardael cultivo control en incrementar1 logaritmo10su
concentracióna partir del tiempo 0.

La duracióndel EPA se tomó comola media de los tresexperimentos±el error
estándar,considerándosesignificativo si eramayor ‘de 30 minutos (39, 143).

2.1.4. Efecto Bactericida

Se utilizaron las curvasde EPA parasu realización.El efectobactericidao máxima
muertebacterianasecalculó comola diferencia, en 1og10, entreel cultivo control y el que

conteníaantimicrobiano,tomadaen la hora 1 (dilución del antimicrobiano)(168).

2.1.5. Efecto “in vitro” de las sub-CMI sobre la recuperación de
mIcroor2anIsmosenfasede EPA

El efectode las sub-CMI de meropenemy ciprofloxacinose realizó sobreE. col! y

¿7. aureusde la siguientemanera(157, 158, 159, 160): cultivos en faselogarítmicade estos
dosmicroorganismosfueronpre-expuestosala accióndemeropenemy ciprofloxacinodurante
los tiemposy concentracionesquese indican:

- merooenem:unahoraa una concentraciónde0,6 mg/l tanto paraE. coli como&
aureus.

- cinrofloxacino: unahoraa unaconcentraciónde 0,5 mg/l paraE. col!, y 1,5 horas
y 4 mg/l para¿7. aureus.

Estasconcentracionesfueronlas mismasqueseutilizaronen losexperimentosdeEPA
“in vivo”, pero los tiempos de pre-exposiciénsemodificaronen el casode ciprofloxacino
debidoa su alto poderbactericida,sobretodo con E. col!.

Despuésde estapre-exposiciónseeliminé el antibióticomediantecentrigugación(10
mi x 2000g) y posterioreliminacióndel sobrenadante,añadiendomedioM-H frescopara
reuspenderlas bacterias.Estecultivo sedividió en 5 alícuotas,permaneciendounadeellas
como control. En cada una de las 4 alicuotas restantesse procedió a añadir las
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concentracionesde antimicrobianonecesariasparaalcanzar1/8 x CMI, 1/4 x CMI, 1/2 x
CMI y 1 x CMI. Estascantidadesfueron:

- meronenemy E. coli: 0,03 mg/l (CMI), 0,015 mg/l (1/2xCMI), 0,0075 mg/l
(1/4xCMI) y 0,00375mg/l (1/SxCMI).
- meropenemy ¿7. aureus: 0,06 mg/l (CM», 0,03 mg/l (1/2xCMI), 0,015 mg/l
(l/4xCMI) y 0,0075mg/l (1/8xCMI).

- ciprofloxacinoy E. col!: 0,015 mg/l (CMI), 0,0075mg/l (1/2xCMI), 0,00375mg/l
(l/4xCMI) y 0,001875mg/l (l/8xCMI).

- ciprofloxacino y ¿7. aureus: 0,5 mg/l (CMI), 0,25 mg/l (l/2xCMI), 0,125 mg/l
(l/4xCMI) y 0,0625mg/l (1/8xCMI).

Durantelas 7 horas siguientesse mantuvieronlos cultivos en bailo a 370C y con
agitación,haciéndoserecuentobacterianocadahoraapartir dela eliminacióndel antibiótico.
Esteprocesosehizo por duplicadoparacadaantimicrobianoy microorganismo.

2.1.6. Efecto “in vitro” de las sub-CMIsobrela morfolo~fade ¡nicrooraanismos
en faselonarítínica

Este ensayose llevó a cabo exponiendomicroorganismosen faselogaritmicaa la
acciónde concentracionesde meropenemy ciprofloxacinoigualese inferioresa la CMI. Los
microorganismosutilizadosfueronE. col! y & aureus.

La exposiciónsellevó a cabomediantela técnicade membranasen placa(130, 131,
132), que se describea continuación: discosde 12 mm de diámetro aproximadoy sin
antimicrobianose colocaron sobre placas de agar de M-H y se dejaron a temperatura
ambientedurante10 minutosparaquese impregnaran.Seguidamenteseinocularon0,1 ml
de un cultivo de 24 h. (diluido convenientementehastal0~ UFC/ml) sobrelos discos,y se
incubarondurante2 h. a 370Cparaalcanzarcrecimientologarítmico.

Pasadoeste tiempo se traspasaronlos discos a placascon M-H que contenían
concentracionesde antimicrobianode CMI, 1/2 x CMI y 1/4 x CMI de meropenemo
ciprofloxacino, incubandode nuevodurante4 Ji. a 370<2. Por último, cadamembranase
colocósobredos portas, apretandoligeramentecon el mangode unalanceta.Los portasse
tiflieron mediantela tinción Gram y se observaronla microscópio,midiendo la longitud de
los bacilos o filamentosy el diámetrode los cocos, tomandocomovaloreslos siguientes:
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- paa aur«xsetomócomovalor normaldediámetro 1 ¡cm, considerándose
porencimade éstecomoforma anormal(agregadocelular) (81, 130).

- ~ el valor de longitud normaldel bacilo seestablecióentre1-3

~m (87, 130), considerándoseentre4 y 10 ¡cm como baciloselongadosy
mayor de 10 ~m como filamento(cono 10-20~m y largo > 30 pm). Este
valor se tomó comolimite ya quees el doblede la longitud del bacilo en la
división media(5 pni)(130).

En cada porta se contaron 8 campos con al menos 100 células en cada uno,
calculándoselos porcentajesdecadatipo de morfología.Se sacaronfotografíasde cadauno
de los portas.

2.2. ESTUDIOS“IN VIVO

”

Tanto parael estudiodel EPA comolas curvasde letalidad “in vivo”, se utilizó el
modelode infecciónen muslode ratónneutropénico,descritopor variosautores(39, 89, 90,
91, 92, 198).

2.2.1. EfectoPostantibiótico

Parala realizaciónde esteensayo,segúnel métododescritopor Vogelmany cols.
(198), sellevarona cabo(por duplicado)los siguientespasos:

A) Inmunodepresión

Losratonesseinmunodeprimieroncon lasdosisde 150 y 100 mg/kgdeciclofosfamida
(vía intraperitoneal)en los díasO y 3 respectivamente.

Previamentea la aplicaciónde este modelo se había comprobadola eficaciade la
ciclofosfamidacomoinmunodepresoren el ratón, al alcanzarun porcentajede reducciónde
leucocitos del 70-84% en el día del experimentodel EPA (día 4), lo que permite
prácticamenteanularel sistemainmunológicoy evitarunaposibleinterferenciaenla infección
bacteriana(138).

B) Infección en el muslo

La infección enel muslosehizopor víaintramuscular,inyectandoun volumende 0,1
ml decaldoM-H con microorganismosen fasede crecimientoexponencial(E. col!, ¿7. aureus
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o P. aeneginosa);el númerototal de UFC inyectadofué de 106~l07 UFC/ml. Los inóculos
iniciales de todos los experimentosfueron comprobadosmediante espectrofotometría,
correspondiendoun 85-90 % de transmitancia (longitud de onda de 580 nm) con una
concentraciónde 10~~l0~ UFC/ml.

El númerode ratonesinfectadosfue de 45, siendocadauno infectadoen los dos

muslospor la mismabacteria.

Estetiempo se tomócomoel T.2.

C) Tratamientoantimicrobiano

Al cabo de 2 horasde la infección en el muslo, los ratonesfueron separadosen 2

grupos:

- tratados:a 27 ratonesse les inyectó por vía subcutáneaen el muslo un
volumen de 0,2 ml de solución salina y antimicrobiano con las siguientes

concentraciones:

¡neropenem: 0,6 mg/kg en el casode E. col! y de & aureus, y 20

mg/kg paraP. aerug!nosa.

ciprofloxacino: 0,5 mg/kg paraE. col! y 4 mg/kg para ¿7. aureusy

P. aerug!nosa.

La elecciónde estasdosificacionesse hizo teniendoen cuentalaspropiedades
farmacocinéticasy farmacodinámicasdel antimicrobiano, así como su poder

bactericida“in vitro”.

- controles: 18 ratonesa los quese les inyectó un volumen igual (0,2 mí) de

soluciónsalina.

Estepunto setomó comotiempo O del experimento.

D) Sacrificio de los animalesy extracciónde los muslos

Sesacrificaron3 ratones(pordislocacióncervicalbajoanestesia)por cadatiempoque
se indica a continuación:
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- grupoControl: en las horasO (administracióndel antimicrobiano),2, 4, 6,
8 y 10.

- grupo de Tratados:desdela ía hastala 108 hora.

Despuésdel sacrificio de cadaanimal y con ayuda de materialquirúrgico (pinzas,
bisturí y tijeras) seextrajeronlos muslosdel ratón, separandola piel y cortandoel músculo

en pequeñostrozosquesellevarona un manerode porcelanaestéril, añadiéndole9 ml de
soluciónsalina(dilución 1:10 delnúmerodebacteriasen el muslo)y homogenizandodurante
3-5 minutosconarenade mar estéril; a continuaciónse tomóel sobrenadantedel morteroy
seprocedióal recuentode microorganismos.

E) Recuentodel númerodeUFC en el muslodel ratón

A partir del homogeneizado(queseconsiderócomodilución 1:10 del númerorealde
UFC en el muslo) seprocedióa realizarel recuentode UFC por el método(ya descritoen
los estudios“in vitro”) de bancode dilucionesy recuentoen placa. Se obtuvieronasí las
concentracionesde microorganismosen los distintostiemposy seelaboróunagráficaconlos
datos.

E) Cálculo del tiempo en el que los nivelesséricosde antimicrobiano están
sobre la CMI y otros parámetros farmacocinéticos.

Los nivelesde antimicrobianoen suerosedeterminaronpor la técnicade bioensayo,
utilizándoseel métodode difusiónen agarde Crovey Randa!(85), ligeramentemodificado
y adaptadoa nuestrasnecesidades.Los pasosfueron los siguientes:

- elaboraciónde la rectaestandar:seutilizaronplacasPetride 15 cm de diámetrocon
70 ml de agar lso-Sensitesty un microorganismopatrón sembradoen masa con una
concentraciónde l0s~106UFC/ml. En nuestrocasola cepapatrónfueEscherich!acol! ATCC

25922.Unavez solidificadoel agar, seprocedióa hacerpocillos (3-4 por placa)de 10.3 ±
0.2 mm de diámetrocon la bocade un tubo de vidrio unido a un aparatosuctor,queextraía
el agar. Todoello fue realizadode la maneramásestérilposible.Cadapocillo fué rellenado
con 300¡¿1 de unasoluciónde PBS y antibiótico a distintasconcentraciones,realizándoseel
ensayopor triplicado. Las concentracionesde antimicrobianofueron:

- meropenem:concentracionesal duplo desde0,0015hasta128 mg/l.
- ciprofloxacino: concentracionesal duplodesde0,00075hasta128 mg/l.
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Para cada recta estándar serealizaron pocillos control con 300 M1 de solución PBS.

Se incubaronlas placasa 370<2 y, transcurridas24 horas,se midieron los halosde
inhibición con un calibre, realizándosecon los datosuna regresiónlineal y una rectade
mínimoscuadrados(rectaestándar)querelacionabael logaritmode la cargay el diámetrodel
halo en milímetros.

- Cálculodelasconcentracionesdeantimicrobianoen las muestrasde suerode ratones
neutropénicos:las muestrasde sueroseobtuvieronpor centrifugación(3500 rpm durante10
minutos)de sangrede ratonesneutropénicosextraídapor el senoretroorbital.Los ratones
fueron tratadoscon las mismasdosisqueen el apanadode tratamientoantimicrobiano.

La obtenciónde sangrese realizó a partir de la administracióndel antimicrobianoy
durante4 horas;la 18 mediahoracada15 minutosy posteriormentecada30 minutoshasta

la cta. Seutilizaron 3 ratonespor cadatiempo de extracciónde sangre,haciendoun total de
30 ratonesporcadaensayodeantimicrobiano-microorganismo(3 controlessin antimicrobiano

y 27 tratados).

Unavez obtenidoslos suerosseprocedióa llenar, por cadatiempode extracción,3-4
pocillos en placasPetri preparadasde igual forma que la explicadaparala rectaestándar.
Trasunaincubacióna 370Cdurante24 horas,semidieronlos halosde inhibición y secalculó
la concentraciónde antimicrobianocorrespondientemediantela rectaestándary la ecuación

de regresiónlineal. Conestosdatosseprepararóunagráfica de nivelesde concentraciónde
antimicrobianoen suero(mg/l) frenteal tiempo (h.) por cadaantimicrobianoy dosis.

El cálculodel tiempo en el que los nivelesde antimicrobianosuperana la CMI se
realizó interpolandola CMI en los datos obtenidosen los tiemposde extraccióndel suero.
Además se calcularon mediante ordenador (una subrutina en lenguaje BASIC) la

concentraciónmáxima, el tiempode concentraciónmáxima, la vida media y el áreabajo la
curvade concentraciónfrenteal tiempo (A.B.C.).

G) CálculodelEPA

Unavez obtenidoel tiempoqueel antimicrobianosuperóla CMI en suero,secalculó
el tiempo de efectopostantibióticomediantela fórmula (168):

EPA=T-C
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donde:

- T = tiemponecesarioparaqueel númerode UFC en los muslosde ratonestratados
aumenten1 logaritmo10su concentracióna partir del tiempo en que los niveles de
antimicrobianoen suerodesciendende la CMI.

- C = tiempo necesariopara que el número de UFC en los muslos de ratones
controlesaumenten1 logaritmo10suconcentracióna partir del tiempo 0.

Se consideróEPA significativo si eramayor de 30 minutos.

2.2.2. Control de las concentraciones subinhibitorias y residuales del
antimicrobiano en el muslo

Para demostrar que el retraso en el crecimientobacteriano no sedebía a la acción de

antimicrobianoresidual (sub-CMI, metabolitos,etc.) se procedióa infectar el muslo de
ratonesinmunodeprimidoscon microorganismosen faselogarítmicade crecimiento,justo en
el momentoen que los nivelesde antimicrobianoen suerodescendieronde la CMI (198).

El métodofue el siguiente:seinmunodeprimierongruposde 36 ratones.En el díadel
experimentose les administróa la mitad de los ratones(tratados)por vía subcutánea,una
dosisde antimicrobianoigual quela utilizadaen la evaluacióndel EPA, mientrasqueal otro
grupo(control, 18 ratones)seles inyectóel mismovolumende soluciónsalina. Al cabodel
tiempoen que los nivelesde antimicrobianoen sueroexcedíanla CMI, se infectarontodos
los muslosde los ratonescon 0,1 ml de caldoM-H con l06~l07 UFC de ¿7. aureus,E. col!

o P. aeruginosaen faselogarítmicade crecimiento.

Se sacrificaron3 ratonescadahora desdela 1a (la infección en el musloesa las.9
horas)hastala 6a, seextrajeronlos muslosy seprocedióal recuentobacterianoencadacada
homogenizado,elaborándoseuna gráficacon los datosde 1og10UFC/muslofrente al tiempo
(h.).

2.2.3. Efectobactericida

El efectobactericida,al igual queen los experimentos“in vitro”, secalculó comola
diferenciade crecimientoen 1og10 entre el númerode UFC de los controlesy los ratones

tratados,tomadaen el tiempo en quelos nivelesde antimicrobianodesciendende la CMI
(168).
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2.2.4. Curvasde letalidad

En la evaluaciónde la actividad “in vivo” de los dosantimicrobianos(meropenemy
ciprofloxacino)seutilizó la mismatécnicaqueen el estudiodel EPA “in vivo”: infecciónen
muslo de ratón neutropenico(198). Las cepasutilizadas fueronE. col! y & aureus. Las

dosificacionesfuerondistintasen cadauno de los antimicrobianos.

A) Ciprofloxacino: seutilizaron dospautasde dosificacióndistintas: unaen la cual
el antimicrobianose administrabacadavez que losnivelesen suero descendíande la CMI
(tipo A), y otra en la quela administraciónteníaencuentaestemismotiempomásel de EPA
(tipo B). Paraello seinmunodeprimieron78 ratonesa los cualesse les inyectó en el tiempo
-2 del díadel experimentoy en cadamusloun volumende0,1 ml decaldo M-H quecontenía
l0Ó~l(9 UFC de E. coli o S. aureusen fasede crecimientoexponencial.Dos horasdespués
(tiempo 0), los ratonessedividieron en los siguientesgrupos:

- tratamientotipo A (30 ratones):en el ensayocon E. col! se les inyectó (vía
subcutáneaen el muslo) cada 2,5 horas, 0,2 ml de solución salina con una
concentraciónde 0,5 mg/kg; con ¿7. aureusla dosisfue de 4 mg/kg cada2 h. El coste
total de antimicrobianopor ratón fue de 2 mg/kg paraE. col! y 20 mg/kg para&

aureus.

- tratamiento tino B (30 ratones): en el ensayo con E. col! sólo se
administrarondos únicasinyeccionesde 0,5 mg/kg, en los tiemposO y 5,5 (tiempo
sobreCMI másEPA); con & aureuslas dosisfueron3 de4 mg/kg en los tiempos0,
4 y 8 (‘1? > CMI + EPA). El costetotal de antimicrobianopor ratón fue de 1 mg/kg
paraE. col! y 12 mg/kg para¿7. aureas.

B) Meropenein:seutilizaron tambiéndostipos de dosificacionesdistintas:unaen la
cual seadministrabauna dosisalta cadavez quelos nivelesen suero descendíande la CMI
(tipo A), y otra enla quela dosiserael doblequela anteriorduranteel doblede tiempo(tipo
B). Se inmunodeprimieron78 ratones,infectandoel muslo de la mismaforma y con los
mismosmicroorganismosqueel apanadoanterior(E. col! o ¿7. aureus).Las dosificaciones

en el tiempo O fueron las siguientes:

- tratamientotino A (30 ratones):en el ensayocon E. col! seles inyectó cada
3 horas,0,2 ml de soluciónsalinacon unaconcentraciónde 20 mg/kg; con ¿7. aureus
la dosis fue de la misma (20 mg/kg) cada 2,5 Ji. Los niveles en suero de
antimicrobianosiempreestabansobrela CMI.
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- tratamientotipo B (30 ratones):en el ensayocon E. col! sólo dos únicas
inyeccionesde 40 mg/kg. en los tiemposO y 6; con ¿7. aureuslas dosisfuerontambién
2 de 40 mg/kg en los tiemposO y 5. En estecaso,los nivelesen suerode meropenem
teníanun pico másalto, pero habíaun periodoen el quedescendíanbajo la CMI.

En losdosensayosseutilizaroncontroles(18 ratones),a losqueselesadministró0,2
ml de soluciónsalinaal mismo tiempoqueseadmisnistrabalasdosisen los tratadosA y B.

En cadatiempo sesacrificaron3 ratonespok tratamientoy seextrajeron 10 muslos,
haciéndoseun recuentobacterianodel honiogenizadoy elaborandounagráficacon losdatos
de las trescurvas.

2.2.3. Efecto de los dos antimicrobianossobrela morfolo2íabacteriana

.

Parael estudio “in vivo” de la morfología de los microorganismosutilizamos el
modelode infección en la cavidadperitoneal(132, 176, 178) ligeramentemodificado,como

a continuación se indica. Se inmunodeprimieron 16 ratonesa los que en el día del
experimentose les inyectó intraperitonealmente1 ml de solución salina estéril con talco
esterilizadomás 1OÓ~1O7 UFC de E. col! o ¿7. aureusen fase de crecimientoexponencial.
Despuésde 2 h. fuerontratadoss.c. en el muslo con 0,2 ml de soluciónsalinaestéril más

unadosisde:

- controles(6 ratones):sin antimicrobiano
- tratados(10 ratones): ¡neropenen>:20 mg/kg tantoconE. col! comocon ¿7.

aureus.

ciprofloxacino:0,5 mg/kg en el ensayoconE. col! y

4 mg/kg con & aureus.

Estasdosismanteníanlos nivelesde antimicrobianoen suero sobre la CMI durante:

- meropenem:3 h. conE. col! y 2,5 h. con £ aureus.
- ciprofloxacino: 2,4 Ji. en el ensayocon E. col! y 2,1 Ji. con ¿7. aureus.

Al cabo de estos tiemposlos ratonesfueron sacrificadosy se les inyectó 2 ml de
soluciónsalinaestérilpor vía intraperitoneal.Despuésde un masajeabdominal,se reaspiró
la mayorpartedel liquido peritonealconunapipetaPasteur.Estasmuestrassecentrifugaron

(3500 rpm durante5 mm.) y el sedimentofue extendidoen un portay teñidosmediantela
tinción de GRAM.
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Estosportaobjetosseexaminaronal microscopio,contándoseel númerode bacilos,
filamentosy cocosasí comocalculandosu porcentaje(con los mismoscriterios que en el
ensayo“in vitro’9. Tambiénsetomaronfotografíasdecadamuestra.

2.3. ANALISIS ESTADISTICO

En todos los experimentosseobtuvo la mediaaritméticay la desviaciónestándar
(109).

Comparacióndemedias:serealizómedianteel TestdeT deStudent;la significación

estadísticase calculó por medio de ordenador(medianteuna subrutina en BASIC). Las
variableseran independientesy se consideraronigualeslas varianzas.

Rectade regresión:serealizó medianteel métodode mínimoscuadrados;los datos
fueronanalizadosen ordenadorcon el programade cálculo LOTUS 1-2-3 V 3.1+.



IV. Resultados
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1. ESTUDIOS “IN VITRO

”

1.1. CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS Y BACTERICIDAS
<CMI Y CMB

)

En la tabla1 semuestranlas CMI y CMB de los antimicrobianosestudiadosfrente a
E. coli, P. aeruginosa y ¿7. <zureas.

Ciprofloxacino mostró una CMI más baja frente a las dos cepasGram-negativas,
mientrasque¿7. <zureasfuemássensiblefrentea meropenem(0,06 mg/l frentea0,5 mgIl de

ciprofloxacino).

Sólo la CMB de meropenemfrentea E. coli fue diferentea su CMI (0,06 y 0,03),
comprobándoseestehechoen las dosrepeticionesrealizadas.En el resto,el valor de la CMI
coincide con la CMB, lo que indica que los antimicrobianostienen carácterbactericida,

menosen el casoantesmencionado.

1.2. EFECTOPOSTANTIBIOTICO

El EPA “in vitro” inducido por los dos antimicrobianosfrente a las trescepasse
muestranen la tablaII.

Comosepuedeobservar,los EPA de ciprolloxacino tienenvaloresalrededorde 2 h.
frente a E. col! y ¿7. aureus (2,1 y 2 h.), siendo frente a P. <zeruginosade 3,9 h. Sin
embargo,en el caso de meropenem,todos los valoresse consideraronno significativos
exceptoen el casodeE. col! (0,57h.), obteniendoinclusovaloresnegativos(-0,3 y -0,83 h.

frenteaP. <zeruginosay & <zureas).SiseobtuvoEPA significativo con2 horasdeexposición
frente a ¿7. <zureas (0,65 h.).

La comparaciónde mediasentrelos dosantimicrobianos(en la tabla IV) indica que

existendiferenciassignificativascon unap de 0,01.

1.3. EFECTO BACTERICIDA

Los valores de efecto bactericida de los dos antimicrobianosfrente a los tres
microorganismosseencuentrantambiénen la tablaII.
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También ciprofloxacino muestra los valores más altos frente a las tres cepas
ensayadas,siendotodos próximosa 3 1og10. En el casode meropenem,el valor másalto se
observafrentea P. <¿eruginosa(1,44 Log10), no llegandoen el restoa 1 Log10.

1.4. EFECTO“I~4 VITRO” DE LAS SUB-CMI SOBRELA RECUIPERACION

DE MICROORGANISMOSEN FASEDE EPA

En la figura 1 estánrepresentadaslas curvasde crecimientode E. col! en fase de
EPA, tras un tratamientode 1 hora con meropenemy ciprofloxacino, y el posteriorefecto
queproducenla CMI, 1/2 x CMI, 1/4 x CMI y 1/8 x CMI, sobreestos microorganismos.
En la figura 2, semuestranasimismolas curvasfrentea ¿7. <zureas.

En el casode meropenem(figuras lA y 2A) se observaque frentea E. col! no hay
un efectovisible conningunade las concentracionessub-CMIensayadas;sin embargo,en el
casode ¿7. aureus,seapreciaun ligero retrasoen el crecimientocon concentracionesde 1/2
x CMI e incluso 1/4 x CMI.

Conciprofloxacino(figuraslB y 2B), el efectodelassub-CMIessin embargomucho
másapreciablesobreE. col! quesobre& aureus:mientrasquecon 1/8 x CMI se consigue
un notableretrasoen el crecimientodeE. col!, con& <zureassóloseobservacon 1/2 x CMI.

En los dos microorganismosse advierte una mayor actividad subinhibitoria de
ciprofloxacino, siendoestamásacusadaen el casode E. col!.

1.5. EFECTO“IN VITRO” DE LAS SUB-CMI SOBRELA MORFOLOGIA DE
MICROORGANISMOS EN FASE LOFGARITMICA

En las figuras 3 y 4 semuestranlas fotografíasobtenidastrasla exposición“in vitro”
de E. col! y ¿7. <zureasa concentracionesigualese inferioresa la CMI. En las figuras 5 y 6

se puedenobservarlos porcentajesde cadatipo de morfologíasobre el númerototal de
microorganismoscontados,en forma de gráficade barras.

En el casode E. col! (figura 3 y 5) seobservaquemientrasmeropenem(SA) induce
la formaciónde formascocoidesde 1-2 pm de diámetro(en mayornúmerocon 1/8 x CMI),

ciprofloxacino(5B) haceaumentarde manerasignificativalos filamentos(10-20y > 30 ~m)
y formaselongadas(4-10 pm).



Resultados 52

Sobre¿7. <¿¡¿reus(figuras4 y 6), los efectosdelos dosantimicrobianoshacenaumentar
el númerode formascocoidesmayoresde 1 ~mo formasanómalas;esteefectoesmayorcon

ciprofloxacino,que lo induceinclusocon 1/2 y 1/4 x CMI.
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2. RESULTADOS “IN VIVO

”

2.1. EFECTO POSTANTIBIOTICO

2.1.1.Tiempoenel quelos nivelesdeantimicrobianoestinsobrela CMI y otros
narámetrosfarmacocinéticos

.

Los tiemposen el quelos antimicrobianosestuvieronen suerosobrela CMI seindican
en la tabla III. Estos tiempos se calcularon utilizando las curvas de concentraciónde
antimicrobianofrente al tiempo obtenidastras interpolar el diámetrodel halo en las rectas
estándar,comose indicó en el apanadode materialesy métodos.

A) Rectasestándar

Las rectas estándar frente a la cepa patrón E. cotí ATCC 25922
correspondientesa los dos antimicrobianos (meropenem y ciprofloxacino) se
encuentranen la figura 13. Lasecuacionesde regresiónlineal basadasen el método
de mínimoscuadradosfueron las siguientes:

Ciprofloxacino Meropenem
Y=1l,89*X+39,75 Y=8,24*X+30,62
(1(2 = 0,97) (1(2 = 0,98)

dondeY es el diámetro del halo de inhibición y X esel logaritmo de la carga de

antimicrobiano.

Segúnestosresultadossededuceuna muy buenacorrelaciónlineal entrelas

dosvariables(1(2 muy cercanosa 1), lo queseconfirmaen las gráficasde la figura
13, quemuestranunagran proximidadde la nubede puntosa la rectade mínimos
cuadrados.

B) Curvas de concentraciónde antimicrobianoen suero de raton

neutropenico

En las figuras 14 y 15 se muestranlas curvasde concentraciónen suerode
ratón neutropénicode meropenemy ciprofloxacino después de dos distintas
monodosis.
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En la tabla IV estánindicadoslos principalesparámetrosfarmacocinéticos
obtenidosde las curvasde concentraciónfrenteal tiempo. En el casode meropenem
(figura 14), las concentracionesmáximas se alcanzaron a los 15 minutos y

descendieronrápidamenteal cabode 1 horade la administracióndel antimicrobiano.
Con ciprofloxacino (figura 15), los picos de concentraciónse alcanzaronen 30
minutos,pero los nivelessemantuvierondetectablesdurantemástiempo (3-4 h.). La
ABC fue dependientede la dosis,siendomayoren meropenemcon 20 mg/kg, seguido
de ciprofloxacinocon 4 mg/kg. La vida mediafue similar paracadaantimicrobiano
y dosis(de 0,32a 0,45 h.), siendoligeramentemenoren el casode meropenemcon
la dosisde 0,6 mg/kg.

2.1.2.Duracióndel EPA

En las figuras 7, 8 y 9 estánrepresentadaslascurvasde crecimientode E. col!, P.

aerug!nosa y ¿7. <zureas (respectivamente)en muslos de ratones tratados y controles,
indicándosetambiénel EPA y el tiempoquemeropenemy ciprofloxacinoestánsobrela CMI
de estosmicroorganismos.En la tabla III se resumenlos tiemposdeEPAjunto conlasdosis
ensayadas.

Los valoresde EPA de meropenemno fueronsignificativos (> 0,5 Ji.) con ninguna
de las cepasensayadas,siendosobre¿7. <zureasdondesealcanzael mayorvalor. En el caso

de ciprofloxacino los EPA fueronaltos, estandolos valoresentre 1,90 y 3,10 h.. El más
largocorrespondióa E. col!, y el máscorto a & <¡¡¿reus.

2.2. CONTROL DE LAS CONCENTRACIONESSUBINHIBITORIAS EN EL
EPA “IN VINO

”

Las curvasde control de las concentracionessubinhibitorias“in vivo” (figuras 10,
11 y 12) indican que no hay actividad antimicrobianaresidual, ya que el crecimiento
bacterianoen muslosde ratonescontroles y que hablansido tratadoscon meropenemo
ciprofloxacinoeraparalelo.

Esteensayodemuestraqueel EPA sedebióa un verdaderoretrasoen el crecimiento
de los microorganismosy no a unaactividadresidualdel antimicrobiano.
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2.3.EFECTOBACTERICIDA

El efectobactericidaquedaresumidoen la tablaIII, observándoseunaactividadmayor
de ciprofloxacino(alrededorde 2,5 Log.,1>) que de meropenem(alrededorde 1 Log.10).
Meropenemprodujo un mayorefecto sobreP. <¿eruginosa,mientrasqueciprofloxacinolo
indujo sobreE. cotí.

2.4. CURVAS DE LETALIDAD

En la figura 16 estánrepresentadaslas gráficascon losdos tiposde administraciónde
meropenem.Con E. col! (A), parecehaberunamayor actividadcuandoseadministran20
mg/kgcada3 Ji., en vez de 40 mg/kg cada6. Estadiferenciaseobservaen la tabla y, que
muestrael efectobactericidaen la última horadelas curvas,y dondela diferenciaesde 1,1

1og10. Sin embargo,con ¿7. <zureas (B) no hay unadiferenciasignificativaentrelos dostipos
de tratamientos,lo queseobservaen la tabla IV (2,5 y 2,3 Log10).

Las curvas de letalidad de ciprofloxacino se muestranen la figura 17. Tanto el

tratamientotipo A (administracióncadavez que los nivelesen suero van a descenderde la
CMI), y tipo B (esemismotiempo másel de EPA) tuvieron la mismaeficaciay terminaron

mostrandovaloresde efectobactericidamuy similares(tablay). Sóloenel casode ¿7. <zureas
(B) parecehaberun recrecimientoen las horas7-8, aunqueen la hora 10 las UFC fueron

similares. Con el mismo efecto bactericida,el costede antimicrobianofue el dobleen el
tratamientoA queen el B.

Tambiénsepuedeobservaren la tabla V el efectobactericidapor hora, que fue más

alto frentea E. col! con ciprofloxacino,mientrasquepara¿7. aureuslo fue con meropenem.

2.5. EFECTO DE LOS DOS ANTIMICROBIANOS “IN VIVO” SOBRE LA
MORFOLOGIA BACTERIANA

Las figuras 18 y 19 muestranlas fotografíasdeE. col! y ¿7. <zureas (respectivamente)
con meropenemy ciprofloxacino. Con E. col! frentea meropenem,el porcentajede formas
cocoideses mayor que en controles y ciprofloxacino, segúnse muestraen la figura 20.

Ciprofloxacino,sin embargo,tieneel pocentajemásalto en bacilosde 1-3 gm, por encima
del encontradoen el control (50%-50% entrebacilosy cocos).

Con S. <¿¡¿reus, las formascocoidesson másirregulares(> 1 pm de diámetro)con
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ciprofloxacinoquecon meropenem,y en estemayoresqueen el control, como semuestra
en la figura 21. Sin embargo,nuncasellegó a sobrepasarel 20% de formas irregularescon
ciprofloxacino.

2.6. ANALISIS ESTADISTICO

En la Tabla VI se muestranlos resultadosde las comparacionesde mediasmediante
la T de Studentparamuestrasindependientes.

Comosepuedeapreciar,hubodiferenciasignificativaal compararel EPA “in vitro”
en “in vivo’ de ciprofloxacinoy meropenem,siendola mediade este último másbajaque
la de ciprofloxacino.La diferenciaen el EPA “in vivo” fue mayorquela del EPA “in vitro”
(0,001 frente a0,01).

No hubo diferencia significativa entre el EPA “in vitro” e “in vivo’ de cada

antimicrobiano,asícomoen conjunto.



Y. Tablas y figuras
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Tabla1. Concentracionesmínimasinhibitorias (CMI) y bactericidas(CMB) de meropenem
y ciprofloxacinofrentea cepasestándarde E. col!, P. <¿eruginosay ¿7. <zureas.

[.Antimkrob Microorganism CMI
gil)

CMB
(mg/I)

Merapenem ! ATéC 25922

eusATCC259 ,06 O 06

1 MCC 25922 015 0 015

P. aerug!nosaATCC 27853 0,25 0 25

S. <¿¡¿reus ATCC25923 05 0 5
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La valoracióny discusiónde los resultadosobtenidosdebeir dirigidahaciala utilidad
de los parámetrosfarmacodinámicosen la quimioterapia.Sin embargo,no esposibleevaluar
conjuntamentetodos estosresultadossi primerono lo hacemosde forma independiente,ya
quecadaunode los fenómenosestudiadosen estetrabajorequiereun análisispormenorizado
de la metodologíautilizada.

1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE EPA

El estudiode forma estandarizadade esteparámetrofarmacodinámicoha empezado
hacepocos años,comoya se ha comentadoen la introducción.En este mismo apanadose
ha hechounarelaciónde modelosexperimentalestanto“in vitro” como“in vivo”, señalando
los másimportantes.Dadoquela comparacióndedatosdependeen gran medidadel modelo
utilizado, la discusión sobre el EPA se centraráen primer lugar en la evaluaciónde los
modelosexperimentalesutilizadosparasu determinación,yaqueestefenómenorequiereuna
metodologíamáscomplicadaqueel estudiode los demásparámetros.

1.1. EVALUACION DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES

1.1.1. Modelo “in vitro

”

El método de dilución utilizadopara eliminar el antimicrobianoesuno de los más

utilizadosen la determinacióndel EPA “in vitro” (39, 90, 195, 196). Suusoesamplio debido
a su facilidad, rapidezy mejor comparacióncon los datosobtenidoscon otros autores.El
único problemareside en la posible pérdidade UFC cuando el antimicrobianoes muy
bactericida.En nuestrosexperimentos,ciprofloxacinoestuvoen el limite de detectabilidad
cuandose realizó la dilución 1:1000despuésde unahora de exposición.

El EPA fue determinadomedianteel seguimientodel númerode UFC/ml utilizando
el recuentode viablesen placa. Estemétodo ha sido y esampliamenteutilizado por su
relativafacilidad y rapidez(39). Sin embargo,sehan atribuidoposiblessubestimacionesen
el EPA al asumir que hay una correspondenciaentreunabacteriay una UFC. Algunos
antimicrobianos(sobretodo en 8-lactámicos)producenfilamentación,con lo quesetomarla
un filamento (de 2 a 20 células)como una UFC; al dividirse el filamentorápidamenteen
célulasindependientescrearíaun virtual rápidocrecimientoquereducuríael EPA (39, 134).
En el caso de los antimicrobianosaquíensayados,estosólo podríaocurrir en el casode
meropenemy P. aeruginosa,yaque,comoveremosmásadelante,esteantimicrobianoinduce

la filamentciónen estemicroorganismo(108). Otrosmétodoscomoel deespectrofotometría
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o el de medida de impedanciason incapacesde medir concentracionespor debajode ío~

UFC/ml. El debioluminiscenciadel ATP intracelularestásolo basadoen queel contenido
deATP essiempreiguaj en la célula.Esteúltimo y el métodode cambiosen la morfología
han dadoEPA másprolongadosqueel de recuentoen placa (134).

1.1.2.Modelo “¡o vivo

”

El modelode infecciónen muslode ratónneutropénicoutilizado en estetrabajoes tal
vez el másusadoen la determinacióndel EPA “in vivo” (39, 89, 90, 198). Susventajasmás
importantesson:

- fácil manejode los animales.
- facilidad en la extraccióndel muslo para la obtencióndel númerode UFC.
- la inmunodepresiónpermitever aisladamentela relaciónbacteria-antimicrobiano.
- las curvasdecontrol de las concentracionessubinhibitoriascompruebanqueel EPA
no sedebea la accióndel antimicrobianoresidual.
- los nivelesde antimicrobianoen sueroson muy similaresa las concentracionesen
el liquido intersticialdel músculo del muslo.

Esteúltimo puntoha sidoestudiadopor algunosinvestigadores(11, 35, 37, 59, 116,
175). Seha demostradoqueen modelosanimalescon una relaciónAS/y =60 (AS = área
de superficiede contactoentrelos capilaresy el compartimentoqueseestudia;V = volumen
de liquido quecontiene), los nivelesde antimicrobianoen suero son muy parecidosa los
encontradosen tejidos (177). El modelode infecciónen muslo, al igual que los queutilizan
compartimentosnaturales, tienen una relación AS/V alta. Por tanto, los niveles de
antimicrobiano (y sus metabolitos activos) en suero estimarían relativamentebien las

concentracionesen el fluido intersticialdel músculo del muslo (31, 167, 175, 177). Así
mismo seha comprobadoquela farmacocinéticaes igual en ratonesinfectadosy normales

ya que no se origina absceso(debido a la neutropenia)y el edemaproducidoes mínimo
(167), no variandoentoncesla relaciónAS/V.

Las infeccionescontrol de la actividadantimicrobianaresidualse han llevado a
caboutilizando microorganismosen fasede crecimientoexponencial(198), no detectándose
actividadcon ningunode los antimicrobianosestudiados.Sin embargo,secorreel riesgode

quebacteriasen fasede EPA (tal y como se encuentranrealmenteen infecciones)si sean
susceptiblesde ser inhibidaspor estasconcentracionessubinhibitorias.Algún antimicrobiano
comolomefloxacinoha sidoactivoen concentracionessub-CMI inclusocon bacteriasen fase



Discusión 89

logarítmica(138). En el casode otrosantimicrobianos,estetema ha de serestudiadomása
fondo, ya que el EPA <‘in vivo” pudieraestarsobreestimada.

1.2. EVALUACION DE RESULTADOSDE EPA “IN VITRO

”

1.2.1.Ciorofloxacino

Este antimicrobiano mostró unos valores de EPA altos frente a los tres
microorganismos,siendosobreP. aerug!nosadondeel retrasoen el crecimientofue mayor
(3,9 ti.). Sin embargo, el efecto bactericida en cl momento de la dilución fue
aproximadamenteel mismoparalas tresbacterias(de2,6a3 Iog10UFC/ml).La relaciónentre
concentración/CMIfue mayor en el casode E. col!, ya queseensayaronconcentraciones
alcanzadasnormalmenteen suero,y 0,15 mg/l eramuy bajo. De estamanera,pareceríaque
el EPA paraestacepaseñamenoren relacióna la concentración/CMI;sin embargo,varios
autoreshanseñaladoqueun aumentopor encimade 10 vecesla CMI no implica un aumenta
significativo del EPA (39, 200).

Sehanpublicadomuchosestudiossobreel EPA de esteantimicrobiano(34, 69, 146,
164, 186, 192,210). Los valoresmásrepresentativosobtenidospor otrosautores(tablaVIII)
estánen el rangode los presentadosen estetrabajo. Para¿7. aureus los EPA fueronde 1,2
a 2,1 horasdependiendode la concentración,lo quees similar a las 2,0 horas de nuestros
resultados.Lo mismo ocurrecon E. coli, con 1,1-2,5 h. de rangofrentea las 2,1 horas de

]a tablaII. Sin embargo,paraP. aerug!nosanuestrosresultadosson significativamentemás
altos quelos de la tablaVIII, aunquenosotrosensayamosel EPA con 12 vecesla CMI y no
4.

1.2.1. Meronenem

Estasustanciasólo indujo EPA significativo (> 0,5 h.) frente a E. col! (0,57 h.) y
¿7. aureuscon2 h. de exposición(0,65 ti.). Frentea P. aerug!nosay ¿7. <zureas con 1 h. de

exposición,el EPA fue negativo(-0,3y -0,83ti., respectivamente).Esteúltimo datopresenta
gran interésyaquelos 13-lacttmicossongeneralmenteinductoresde EPA en Gram-positivos,
mientrasqueno lo son en dram-negativos(39). Ladiferenciaentre8. <zureas con 1 y 2 h.
de exposiciónseríadebidaa quela actividadde los J3-Iacttnicosestaríaen relación con el
tiempo sobrela CMI, másquecon la concentración(39, 40, 42).

Los valoresnegativosestaríanjustificadospor el rápido crecimientode lasbacterias



Discusión 90

unavez eliminadoet antimicrobiano.Estehechoseríaexplicadopor varios fenómenos:

- en primerlugar, la posibleformaciónde aglomeradosde célulascon septoqueeste
antimicrobianoproducirlaen ¿7. aureusen concentracionesigualesa la CMI (figura
6).

- por otro lado, en 9. <zeruginosaseha observadola formaciónde filamentosdebido
a la altaafinidadde meropenema la PBP 3 dc estabacteria, lo quesubestimaríael
EPA al haberun crecimientorápido al eliminarel antimicrobiano(108).

Tabla VIII. Valores de EPA “in vitro” de ciprofloxacinoy meropenem
obtenidosparotros autoresfrente a variosmicroorganismos.

Antimicrobiano Microorganismo (Ref.) . Concentración

8.
8.

&
E. cah(16

E. colA (39
E ccli (1 1

E. ccli (87
P. aerugi
A aerug¡

8, aureus
E. cvii (15

<16
E. ccli (99 4 x CMI
P. aerugbwsa(151)
A o.eruginosa,tj6O),>’
A acm g&wsa (99)

Son pocos los resultadospublicadoshastael momento. Muchos autoresque han

determinadoel EPA “in vitro” de meropenemhanobtenidosimilaresresultadasalos nuestros
(tabla Vfll). Los valores son cortos tanto para S. <zureas como para E. cotí, aunque
Hanbergery cols. (99) han encontradohasta5,2 h. Con P. aen¿ginasasehan observadolos
EPA máselevados<2 y 3,9 hj, lejosde las -0,3 li. aquíobtenidos.Estemismovalor ha sido
observadopor Odenholty cois. con estamismacepa<160). Estosdatoscontradictoriosno
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contrastancon los estudiosllevadosa cabocon imipenem,con el quese ha demostradoque
induce EPA tanto “in vivo” como “In vitro” frente a varias bacteriasGram-negativas,
particularmenteP. <zeruginosa(5, 28, 151).

Observandola tabla VII podemosver quehay diferenciassignificativasentreel EPA
“in vitro” de ciprofloxacinoy meropenem(p = 0,01). Las mediasde ciprofloxacinoson
claramentemásaltasquelas de meropenem,siendola diferenciade aproximadamente2,4 h.,
lo querespondea lo esperadode cadauno atendiendoal grupo de antimicrobianosa que

pertenecen(39).

1.3. EVALUACION DE RESULTADOS DE EPA “IN VIVO

”

1.3.1.Ciorofloxacino

Este antimicrobiano indujo unos amplios EPA sobre los tres microorganismos

estudiados(1,9-3,1 h.). En este caso, fue E. col! la cepacon un mayor valor de efecto
postantibiótico(3,1 ti.). Paralas otrasdoscepas,los valoresestuvieronalrededorde2 ti..

El tiempo queciprofloxacinoestuvosobre la CMI fue alto, alrededorde 22,5 ti.,
teniendo por ello unos valores de efecto bactericida también altos (2,17-2,70 Log10

UFC/muslo).En el casode E. col!, el efectobactericidafue mayordebidoa que la relación
dosis/CMIeraalta (33 x CMI) al igual queen el EPA “in vitro”. Sin embargo,los tiempos
sobrela CMI en suero no fueron muy diferentesentresi, debidoposiblementea la alta tasa
de eliminaciónen el ratón. La elecciónde estaconcentraciónse hizo teniendoen cuentalos
nivelesqueciprofloxacinoalcanzanormalmenteen suerocon dosisterapeúticas.

El mecanismodel EPA de las quinolonasno estádilucidadotodavía,peropareceser

debido a un daño no letal que se produce en el ADN o en la ADN-girasa. Estos
antimicrobianostienenunaacción bactericiday el EPA seríael tiempo quese necesitaen
repararlos dañosproducidosen la célula (70, 134). Guan y cols. (86) hanestudiadoel EPA
de varias quinolonas desdeel punto de vista de la síntesisde ADN, ARN, y proteinas,

observandounacorrelaciónentrela definiciónclásicadel EPA y el tiempoquetardaE. coli
en alcanzarlos niveles normalesde síntesisde ADN.

El posibleefectode las concentracionessubinhibitoriasen el alargamientodel EPA
quedadescartadoal observarlas figuras 10, 11 y 12. En ellassemuestrael crecimientode
bacteriasen fase logarítmica inyectadasen ratones control y tratados una vez que el
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antimicrobianoha descendidode la CMI. Las curvas son similares, no detectándose
diferenciassignificativas.La faltade actividadde concentracionessub-CMIpuedeserdebida
a la altacostantede eliminacióndel ratón,unasseisvecesla del hombre.Sin embargo,sería
más convenienteel realizarestoscontrolescon bacteriasen fasede EPA, ya que, como
veremosmásadelante,el efectode las sub-CMI puedeser mayor en estafaseque en la de

crecimientoen faseexponencial(138).

Lacomparacióncon otrosinvestigadoresesdifícil debidoa lospocosdatosdisponibles
y publicados.Solo frentea E. col! y P. aerug!nosasehanencontradoEPA de2,6 y 3,8 h.
respectivamente(tabla IX). Estos ensayosfueron realizadosen el mismo modelo que el

empleadoen estetrabajo,perocon dosismayores(3,2 y SO mg/kg frentea 0,5 y 4 mg/kg).

Las diferencias entreel EPA ‘in vitro” e “in vivo” de ciprofloxacino no fueron

significativas(tablaVII). AunqueparaP. aerug!nosael valor de esteúltimo es másbajo, la
media de los tres microorganismoses de 2,66 frente a 2,26 respectivamente.Este dato
demuestraunabuenacorrelaciónentreel método utilizado “in vitro” e “in vivo” paraeste

antimicrobiano.

TablaLX. Valoresde EPA “in vivo” de ciprofloxacinoe imipenemobtenidos

por otros autoresfrentea vahosmicroorganismos.

Ántbnicrob¡ano Microoigamsnio EPA (h.)

E. cali (39
1’. acrugino

5. aureás (168)
E. cotí (168)
E. cdi ~92)
P. <¿eruginosa (39)
P. aeruginosa (168)
A aerugiñosa (102)

1.3.2. Merooenem

Los EPA inducidospor este antimicrobianono fueron significativos (> 0,5 h.),

aunqueno seobservaronveloresnegativos.Sin embargo,el tiempo queel antimicrobiano
estuvosobrela CMI fue menorqueen el casode las ciprofloxacino(de0,77a0,92 1’>.), tal

vez debidoa la alta vida mediade la quinolona frente a meropenem(tabla V). El efecto
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bactericidafue tambiénmenor (0,75-0,94Log10UFC/muslo),siendoel másalto frente a P.

aerug!nosa.Esteparámetrono parecetenerinfluenciaen la duracióndel EPA, ya que las
bacteriasserecuperaronrápidamentetras la desaparicióndel antimicrobiano(figuras 7, 8 y
9).

Algunos estudioshan señaladoque la actividadde los 8-lactámicosestárelacionada

con el tiempo sobrela CMI (39, 40, 42). Si estoesasí, los cortosT > CMI aquíobtenidos
podrían ser los causantesdel bajo valor de EPA. Sin embargo, se han dado otras

explicacionesa estehecho:Craigy cols. (39) hanindicadoqueestosantimicrobianosinducen
la formación de filamentos sobre bacteriasOmm-negativasy aglomeradosde células en
dram-positivas;en el caso de meropenem,parece que sobre P. aerug!nosa induce

filamentación(al unirsea la PBP 3), y en E. col! esferoplastoso célu]assin paredcelular
(108). Tanto unoscomootros subestimaríanel crecimientoal no sobrevivirbien sobreagar
(esferoplastos)o contar un filamento como una UFC. Una vez queel antimicrobianoes
eliminado(T > CMI), los filamentospodríandividirserapidamenteincrementandoel número
de UFC/muslo y reduciendoel EPA. En dram-positivosocurriría algo similar con los
aglomeradoscelulares (“clusters”). Esta explicación ha sido investigada “in vitro”’ por

Odenholty cols. (160), mediantela medicióndel EPA con dos técnicasdistintas(recuento
en placay medición de densidadóptica), no encontrandodiferenciassignificativasen los
valoresde EPA.

El mecanismode inducciónde EPA por esteantimicrobianono está investigado,ya

queesmuy nuevo. Si hayestudiossobreel de imipenem,quetiene unascaracterísticasmuy
similaresal ser del mismo grupo,e induceEPA sobrebacteriasdram-negativas.En primer
lugar, el EPA representaríael tiempo necesariopara la disociaciónentreel antimicrobiano
y su objetivo (las PBPs),ademásde un periodo de resintesisde algunasenzimasnecesarias
parala división bacteriana(61). SobreestetemasepropusoqueimipenemcausaríaEPA al
unirsepreferentementea la PBP 2 en bacilosdram-negativos(82) al igual quemecilinam,
con el que se habla detectadoun EPA significativo mediantemedición de conductancia
eléctrica.Sin embargo,Majchercyky cols. (136) y posteriormenteErlendsdottiry cols. (61)
investigaronestehechoutilizando mutantesPBP2 termosensibleslos primerosy recuentoen
placalos últimos, llegandoa la conclusiónde queel EPA no sedebíaa la unióna la PBP2.
Tal vez seainducido por la gran afinidadde estoscarbapenemasa estasproteínas,lo que

haríadificultosala disociaciónantimicrobiano-PBP(134).

El corto y no significativo EPA encontradocon meropenemno sedebióa la acción

deconcentracionessubinhibitorias,lo queseobservaen las figuras 10, 11 y 12. ParaE. col!
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sevió un descensono significativo en la curvade ratonestratados,peroel crecimientohasta
el final del experimentofue paralelo.

No sehanpublicadodatossobreel EPA “in vivo’ de meropenemhastala fechaal ser
un antimicrobianomuy nuevo.Sin embargo,el efectopostantibiótico“in vivo” deimipenem
ha sido estudiadopor varios autores,mostrándoseen la tabla IX los valoresobtenidosasí

comolas dosis ensayadas.Comopodemosapreciar, el único valor con dram-positivos(¿7.

aureus) fue encontradopor Rennebergy cols. (168) (1,8 h.) con un modelo de piezasde

algodónimplantadasen ratones.SobreGram-negativosse han realizadomásinvestigaciones
al comprobarqueal contrariode los demásil-lactámicos,esteantimicrobianoinducía EPA

sobre estos microorganismos;de esta forma, sobre P. <zeruginosa se ha observadoEPA
significativo conlos modelosde infecciónen musloy piezasde algodón(tablaVIII), aunque

las dosis empleadasfueron altas (de 50 a 200 mg/kg). De otro lado, Hesseny cols. no
obtuvieronEPA significativo conun modelodeendocarditisen ratas(101, 102). ConE. col!,
los datosdisponiblesson igualmenteconfusos,ya quesi Rennebergy cols. hallaronun EPA

de 2,9 Ii. conel modelode piezasde algodónen ratón,Gudmundssony cols. obtuvieronun
valor negativo(-0,1 h.) con el de infecciónen muslo (91). Todosestosdatosapuntanaque
el EPA de imipenemsobredram-negativosdebedependerdemuchosfactoreso queestámuy
relacionadoconel microorganismoestudiado.Del mismo modo, si meropenemsecomporta
de manerasimilar a imipenem, nuestrosdatostanto con E. col! comocon P. <¡eruginosa

parecendemostrarqueel EPAde estegrupode antimicrobianosesmuycortoo no relevante.

Al igual queocurría “in vitro”, la diferenciaestadísticaentreel EPA “in vivo” de
ciprofloxacinoy meropenemfue significativa (ji = 0,001,tabla VII). No lo fue cuandola
comparaciónsehizo entreel EPA “in vivo e “in vitro” de meropenem(ji = 0,74). Esto

demuestraunabuenacorrelaciónentrelos métodosutilizados“in vitro” como “in vivot’, lo
queseobservaal compararlos datostotales“in vitro” e “in vivo” (ji = 0,94).

2. EL EFECTO DE CONCENTRACIONES SUiB-CMI “IN VITRO” E “IN VIVO

”

Los efectosdelasconcentracionessub-CMIsonconocidosdesdehacemasde 40 años
(55). Entoncesse sugirió que la penicilinadebía seradiministradaen dosis continuaspara
tenerunabuenaactividadterapeútica.Aunqueestudiosposterioreshan incluido el EPA como

factor a favor de las dosisintermitentes,no puedepor si solo explicarel éxito quealgunos
tratamientoshan tenidocon estetipo dedosificación,ya quela sumade los tiemposde EPA
y tiemposobrela CMI no bastanparacubrirel intervalo entredosis(160). Ha sido después
deestasobservacionescuandolosefectosdelasconcentracionessubinhibitoriashanempezado
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a serestudiadascomoun parámetromásen la evaluaciónde cualquiernuevoantimicrobiano.

Los efectosde concentracionessub-CMI sobrelas bacteriassondiversos:cambiosen
los factoresdevirulencia(104),en expresióndeexoenzimas(84), en la adhesióna superficies
(211), incrementoo descensode fagocitosispor PMNs (163), etc. De entreellos hemos
estudiadodos queestánrelacionadoscon el EPA de forma muy directa: efectossobreel
crecimientoy la morfologíade las bacterias.

2.1. EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO BACTERIANO

Comoya se indicó en la introducción,el efecto que las sub-CMI tienen sobrelos
microorganismosdependeel estadoen queestasseencuentren(160). En estetrabajo,seha
estudiadoeste parámetrosobre bacteriasen fasede EPA ya que su efecto podría ser un
complementoal los experimentosde EPA, al alargarla actividad de las concentraciones
supra-CMI.

2.1.1. Mero¡~enem

Comoseobservaen las gráficas,los efectosde 1, 1/2, 1/4 y 1/8 x CMI sobreE. col!

(figura 1) no son significativos (< 0,5 It, tabla III). Por el contrario, sobre¿7. <zureasse
inducenunos retrasosen el crecimiento(ECS EPA) significativos incluso con 1/8 x CMI

(1,14 Ii., tablaIII). De igual forma, podemosver quecon la CMI el efectoes muchomayor
en este último microorganismoque en el primero. Esto indicaríauna mayor afinidad de

meropenempor las PBPsde ¿7. aureusquede E. col!, yaquea concentracionesmenoresse
inhibe másel crecimiento.No obstanteseríanecesarioestudiarel efectosobrebacteriasen
faseexponencialde crecimiento(ECS),ya queestevalor puedeser menor.Odneholty cols.
(160) hanestudiadoestosmismosefectosdemeropenemsobredram-negativos(P. <¡eruginosa

y E. col?), encontrandoun gran efectosobrela primeracepatantoen bacteriasen fasede
EPA (ECS EPA) comoen crecimientoexponencial(ECS) (14 y 15 li. respectivamentecon

0,3 x CMI). Sin embargo,frente a E. col! no seencontraronnadamásque conosretrasos
(1,7y 0,2 h respectivamentetambiéncon 0,3 x CMI). Estosresultadosconcuerdancon los
aquí obtenidosy los conseguidoscon imipenem (158), en los que frentea P. aerug!nosase
dabanvaloresde9-10h. de retrasoen el crecimientocon0,3 x CMI, aunqueconE. col! no

sehicieron ensayos.

Los ECS y ECS EPA se han estudiado también el otros fl-lactámicos como
bencilpenicilina, cefcanel, ampicilina, piperacilina, etc. (158, 159). En casi todos se han
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llegado a encontrarECS EPA mayoresqueECS (bencilpenicilina,cefcanel) incluso con

concentracionesde 0,1 x CMI.

El mecanismode estamayoracciónsubinhibitoriaen fasede EPA por partede los 8-
lacatámicosno seconocemuy bien. Seha argumentadoa favor de unaposibleinhibición por

partede pequeñascantidadesdeantimicrobianodelas nuevasPBPssintetizadastrasla acción
de concentracionessupra-CMI, con lo que el crecimientosería inhibido por más tiempo
(160). Sin embargo,el gran ECS y ECS EPA encontradoconimipenemy meropenemfrente
a P. aeruginosano seadaptaaestaexplicación.Tal vez sedebaa unamayorlentitudde esta

especieen la síntesisde estasproteinasjuntoconuna mayorafinidaddeestosantimicrobianos
a sus PBPs.

2.1.2. Ciprofloxacino

En estecaso,los valoresde ECSEPA encontradossonmuchomayoresqueenel caso
de meropenem.Al contrario que este, E. col! mostró una mayor sensibilidad a las
concentracionessubinhibitorias,encontrándoseretrasosdehasta3,06h. con 1/8 x CMI (tabla
III). En las figuras 1 B sepuedeapreciarcomociprofloxacinoejerceunaacciónbacteriostática
tantocon 1/8 x CMI, mientrasquecon 1/4 y 1/2 x CMI la acciónesbactericida.En el caso
de S. <zureas, no seencuentraacción bactericida(salvoun ligero descensode UFC en 1/2 x
CMI), pero hayquepuntualizarqueel ECS EPAencontradocon todaslasfraccionesdeCMI

ensayadasson igualmentealtos.

EstemayorefectosobreE. col! puedeserexplicadopor su mayorsensibilidad,hecho
quesepuedeobservartambiénen la curvade EPA “in vivo” (figura 7). De todasformas, si

el EPA en quinolonasesdebidoal tiempoquetardanen repararselos dañosen el ADN o el
periodonecesarioparaqueempiecede nuevola síntesisde ADN (87), las sub-CMI podrían
ser sufucientesparainactivar e impedirestosprocesos,dependiendotanto de la afinidadpor
la girasaen cadaespeciecomode la acumulacióndel antimicrobianodentrode la bacteria.

La única quinolonacuyo ECS y ECS EPA ha sido estudiadohastael momentoes
esparfioxacino.Odenholty cols. (159) encontraronparaesteantimicrobianoy dosespecies
dedram-positivosunadiferenciasignificativaentresuECS y ECSEPA deaproximadamente

3,5 h. con0,3 x CMI, similaresa los aquíobtenidosconcon ¿7. aureuscon 0,5 x CMI. Con

ciprofloxacino no se han realizadoensayosde ningún tipo con sub-CMI. Por otro lado,
antimicrobianosdeotrosgruposcomoteicoplanina,vancamicinay roxitromicinahaninducido
tambiénun ECSEPAmayorqueECS,lo quedemuestraqueel efectode losantimicrobianos
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en concentracionessubóptimasdependeclaramentedel estadoen el que se encuentrela
bacteria.Del estudiode todosestosdatospareceobservarseunarelaciónentreun largo EPA
y un amplio efecto bactericidacon la inducción de efectossub-CMI (159, 160), lo que
concordaríacon los datosde este trabajo, dondeciprofloxacino(con mayor EPA y efecto
bactericida)induciría masECS EPA quemeropenem.

El ECS EPA y ECStambiénha sidoestudiado“in vivo”, aunquelos datosson pocos.
Sólo se ha estudiadoel caso de aspoxicilina, piperacilina y benzilpenicilina (157, 161),

observándoseun alargamientodel EPA “in vivo” cuandono se inyectabaB-lactamasapara
inactivarel antimicrobiano.Sin embargo,estosestudiosno sehan realizadoconotrosgrupos
deantimicrobianos,con los quees másdifícil inactivarel agentemedianteenzimas.El efecto
“in vivo” seproduciríacon antimicrobianoscon largavida media, con los quehabríaque
realizarcontrolesparadiscernirel EPA y el ECS.

2.2. EFECTOSOBRELA MORFOLOGíA BACTERIANA

Los cambiosen la forma y la ultraestructurade lasbacteriashan sido estudiadospor

otros autorestanto “in vitro” como “in vivo”, como ya se indicó en la introducción. Los
modelosutilizados “in vivo” hancorroboradoen gran maneralos datosobtenidosmediante

las técnicasempleadas“in vitro”, con algunasdiferencias. Pareceque los resultadosse
ajustanmejor si la técnica “in vitro” de membranases empleada,ya que proporcionauna
superficiesólida parael crecimientode las bacterias,más parecidoa la realidad “in vivo
(132). Las diferenciasencontradassepuedendebera la dificultad queexiste “in vivo” de
mantenerconcentracionessub-CMI, ya quecasi siempreserequierealcanzarpreviamente
nivelespor encimade la CMI.

Los efectos de meropenem y ciprofloxacino sobre la morfología de los
microorganismosensayadoshansidoestudiadosmediantedostécnicasestándarmuy utilizadas
y que permiten unacomparaciónentreellas y con los datosde otros autores,aunquelos
disponiblesson pocos.El modelo “in vivo” permitela observaciónde los microorganismos
cuandolos niveles de antimicrobianose encuentranen niveles sub-CMI, y la técnicade
membranas“in vitro” asegurauna exposicióndirectay en condicionesmuy parecidasa las
infecciones“in vivo”. Los dosgruposdeantimicrobianosa los quepertenecenlassustancias
aquí estudiadasinducen unos efectosen la morfología más visibles que otras clasesde

antibióticos.
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2.2.1. Merooenem

A.- En el casode E. col! seobservaquela forma predominanteen los experimentos
“iii vitro” es la de esferoplastoso formas celulares con la pared celular debilitada y
redondeadas.Todaslasconcentracionesensayadasindujeronla formacióndeestasestructuras,
siendoen 1/4 x CMI dondemayor porcentajeseobserva,aunquelas variacionesno son
significativas(1-5%, figura 5). La morfologíanormal (control) fue la debacilosde 1 a4pm,
cuya frecuenciallegó casi al 100%.

En los experimentos“in vivo” tambiénseadvierteeste mismo efecto, llegandola
frecuenciadeapariciónde formascocoideshastacasiel 95%. Sin embargohay quematizar
quesi bien la frecuenciade apariciónde formasbacilarestípicas(1-4 pm) de E. col! en los
controles“in vitro” fuecasidel 100%,en los ensayos“in vivo” estuvorepartidaal 50% entre
formascocoides(1 pm) y bacilos(1-4 pm, figura 20). Estadiferenciapuedeserdebidaa la
mayordificultad de crecimientodelas célulasen la infección“in vivo”, ya quelos nutrientes

son másescasos.

El mecanismopor el cual seproducenestoscambiosen la forma de lasbacteriasestá
muy directamenterelacionadoconel mecanismode acciónde esteantimicrobiano.Comoya
seindicóen la introducción,meropenemactúainhibiendola funciónde lasPBPs,cuyaacción
es la de participaren la construcciónde la paredcelular (188). En el caso de E. col!, la
mayor afinidadpor la PBP2observadapor los carbapenemases la causade que se forman
esferoplastos(61, 132, 136). Estasestructuraspuedensertambiénconseguidasutilizandoun
antimicrobianoqueseunaa la PBPlao ib, pero estosesferoplastosson rápidamentelisados
al serosmóticamenteinestables.En el casodeimipenem,tambiénsepuedenveresferoplastos
con concentracionessubinhibitorias,ya que tambiéntiene una altaafinidad por la PBP2 de

E. col! (81, 96, 98,). Otros antimicrobianosquese unen a la PBP2 tambiéninducen la
formación de estasestructuras,como mecilinam (139, 97). Las funciones de cada PBP
esencial(la, ib, 2 y 3) en E. col! han sidoestudiadaspor variosautoresy seconocenmuy

bien (45). La la y lb estánrelacionadascon la elongaciónde la bacteria;la PBP2con la
forma, y la 3 conla formaciónde septosy división de la célula. De estamanera,meropenem
causalos esferoplastosal inhibir la PBP2,pero no causalisis al ser las célula estables
osmóticamente.En el casode P. <¡eruginosa, seha comprobadoquela finidad esmayor por
la PBP3(108), lo quecausaunafilamentaciónal inhibirsela formaciónde septoscon quese
divide la célula.

La filamentaciónes la morfologíainducidamáscomúnmenteobservada“in vitro” e
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“in vivo” sobreGram-negativosentrelos 13-lactámicos(22, 45, 81, 96, 97, 98, 130, 131,

133, 176, 205).Antimicrobianoscomopenicilina,ampicilina,cefotaxima,piperacilinay otros
más actualescomo ceftibuten(22) producenfilamentosde hasta 50 ~m, causadospor la
inhibición de la formaciónde septosy posteriordivisión (45). En la tabla X se detallanlos

tipos de morfologíasencontradosen E. col! con vahosantimicrobianosB-lactámicos,así
como la PBP queespreferentementeinhibida. No se observanvahacionesentrelos ensayos
“In vivo” e “in vitro”, aunquehay pocosdatosparacomparar.

Tabla X. Tipos de morfología de E. col! encontradoscon algunosantimicrobianosII-
lactámicosy PBP por la que tuvieron mayorafinidad.

Añthnicrcb¡ano PBP con logia mis
E.E12. mayor

afinidad

2’>
Mecilinam Esferopí

Am picilina Filamen
Piperacilina Filanient
Cefotaxima Filamen
Ceftibuten .,,. Filamentos
Cefaloridina Esferoplastos(lisis)
CefaloridinaCm vivo”) No hubocélulas
Cefoxitina Pocosfilamentos

Ceftzolina . . Filanientos
Cefamandol , Filanien
Cefuroxinia Filamen

Cefalexina Filamentos
Ampicilina Filamentos

Amóxicilina , Esferoplastos(liáis)

B.- Con ¿7. <zureasseobservaquelos cambiosmorfológicosinducidos“in vitro” por
las sub-CMI de meropenemno son tan concluyentescomo ocurría con E. cok. Las
frecuenciasde formasanormales(aglomeradoscelulares> 1 ¡¿m) estuvieronalrededordel
2-5% con 1/2 y 1/4 x CMI, siendodelcasi 50%con la CMI. La forma típica fue la de coco
con 1 ~mde diámetro, siendosu frecuenciaen los controlesdel 100%. Se tomó estelimite
dediámetroal observarque las formascocoidesno sobrepasanestevalor en la mitad de la
división, dandoa entenderquepor encimade estenúmeroson variaslascélulashijas queno



Discus¡dn 100

puedensepararse(132).

En los experimentos“in vivo” seobservael mismo patrónde morfología, siendolos
porcentajesde formas anormalesaproximadamentede un 7-8%, aunqueen los controles
tambiénaparecenestosaglomeradosen un porcentajebajo (2%). Este último valor en los
controlespuededeberse,al igual quecon E. col!, a la mayor dificultad de las células en

encontrarlos nutrientesnecesariosparasu crecimiento,lo quepuederetrasarla división de
las célulashijas.

El mecanismopor el cual seproducenestoscambiosen la morfologíade la bacteria
es básicamenteel mismo que para E. col!. La unión e inhibición de las PBPs del

microorganismoes la causantede estosefectos, ya que se bloqueanprocesosenzimáticos
necesariosen la síntesisde componentesde la pared.El papel de estasPBPsesdistinto sin
embargoen los Gram-positivosqueen los Gram-negativos(73). LasPBPs 1 y 4 de S. <zureas

no parecenseresenciales,ya quesehan encontradomutantesviablesparacadaunadeellas
(100); sin embargo,las PBP 2 y 3 tienenunaactividadesencialen la formaciónde septosy
el grosorde la pared(100). Meropenemparecetenerunaaltaafinidad por la PBP 2, pero no

por la 3 (108). La bajafrecuenciade apariciónde formasanómalas(con septosincompletos)
seríadebidoa la inhibición de estaPBP2, ya que la 3 seguiríaactiva.

No existenestudiossobrela morfología “in vitro” o “in vivo” de bacteriasGram-
positivasconmeropenemni con imipenem.Sin embargo,la afinidadde imipenemporla PBP

3 de S. <zureas es muchomayor que la de meropenem(108), lo que hacepensarque los
cambiosen la morfologíaseránmásdrásticosquelos encontradosen estetrabajo. En la tabla

XI seenumeranla morfologíaencontradatrasla exposiciónde S. <zureasa concentraciones
sub o supra-CMI de varios antimicrobianos13-lactámicos. Como se puede apreciar, los
patrones de morfología son bastante iguales, ya que las PBPs esencialesde este
microorganismosonsólo2, comoseexplicó anteriormente,pudiendoinhibirsela formación

de septoso el engrosamientode la paredcelular(100).
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Tabla XL Tipos de morfología de ¿7. aureus encontradoscon algunosantimicrobianos13-
lactámicos.

Antimicrobla Morfología mis común

Cloxacilina

Ampicilina

Pénicilina

Célulasde 2-3 ¡¿ni. Agregadoscelulares
(132).

Agregadascelulares.Inhibición septos
y adelgazamientoparedcelular (100

Grandesfornias celulares(2.

Grandes>formascelulares(205).

Agregadoscelulares.Grandesfozmas

celulares(132
•~gP~•gadoscelularescon sep
delga&á (132).
Agregadoscelularescon sep
delgados(132)

2.2.2. Cinrofloxacino

A.- En los ensayos“iii vitro” frente a E. col!, ciprofloxacinoindujo la formaciónde
filamentos y formas elongadas.Con 1/2 x CMI, la mayor frecuenciase dió en formas
elongadasde4-10gm, seguidode filamentoscortos(10-20 ¡¿ni) y unapequeñacantidadde
filamentoslargos(> 30 gm, figura SB). Sin embargo,con 1/4 x CMI la frecuenciamásalta
fue principalmentela de formaselongadasde4-10¡¿m (casiun 70%), siendolos filamentos
tanto largoscomocortosmenosfrecuentesquecon la anteriorconcentración.Con la CMI,
las frecuencias fueron aproximadamentelas mismas que con 1/2 x CMI, aunque se
encontraronel doblede filamentoslargos.Los controlesmostraronunamorfologíatípicade
bacilosde 1-3 ¡¿m, con una pequeñafracción de elongados(4-10 ¡¿m) que correspondena
bacteriasen fasede división.

Con el modelo “in vivo” los resultadosson significativamentediferentes a los
encontrados“in vitro”. Como se conientócon meropenem,los controlesmostraron una
morfologíacocoideen un 45-50%,tal vez debidoa la mayordificultad en el crecimientode
estosmicroorganismos(figura20)(132).Aun así,ciprofloxacinoindujo la elongaciónde estas
formas celulares, bajando la frecuenciade cocos hasta el 30% y encontrándoseformas

elongadasen un 15-17%, frente a un 1-2% del control. No obstante,no se observaron
filamentoscortosni largos.



Discusión 102

El mecanismoporel cual seproducenestasformaselongadasno puedeserel mismo
que en el casode los 13-lactámicos,ya que las quinolonasno se unene inhiben a las PBPs.
Lasquinolonasactúaninhibiendola actividaddesuperenrrollamientodela ADN-girasa,como
ya se indicó en la introducción,aunqueno seconozcanbien los lugaresespecíficosde unión
(ADN o girasa).La muertecelular seproduciría mediantela activacióndel mecanismoSOS
de reparacióndel ADN y la producción de exonucleasas,aunqueen ciprofloxacino y
norfloxacinoparecehaberotro mecanismoqueno requierela síntesisde ARiN y proteinas
(141). La variaciónen la morfologíaparecetenertambiénuna relacióncon el sistemaSOS

de reparacióndel ADN. SegúnDiver y cols. (50), la inducción de estesistemainduciría la
producciónde enzimasinhibidorasde la división celular, vía activaciónde los genesSul A
y B, observándosecomo resultadola elongación de la célula. Esto sería un efecto no
directamenterelacionadocon la muertecelular,ya quesegúnobservaron,la tasabactericida
de ciprofloxacinoeraprincipalmenteinhibida con cloranfenicola concentracionesdondelos
filamentoserancortos.Además,tras 24 minutosdeexposición,los microorganismosno eran
ya viables, mientrasque la filamentacióncomenzabadespuésde 1 horade tratamiento.

Ese mismo trabajo y otros (50, 87, 130, 131) se ha observadola inducción de
filamentos por ciprofloxacino y otras quinolonas. En algunos de ellos se utilizaban

concentracionessub-CMI mientrasqueen otros las bacteriasseobservabanen fasede EPA,
trasunaexposicióna concentracionesigualeso superioresa la CMI. No hubodiferenciassin
embargoen el tipo de morfologíaencontrada,lo que indicaríaqueel EPA sedebea una
acciónresidualde una exposiciónpreviaal antimicrobiano(81).

Por otro lado, al exponer E. col! a la acción de altas concentracionesde
ciprofloxacino,Diver y cols. (50) encontraronquela filanientacióneramuy baja,hallándose

la másaltafrecuenciade filamentosen concentracionescercanasa la CMI. Esto seríadebido
a que las quinolonasa altas concentracionesinhiben la síntesisde ARN, con lo que no se

podríanexpresarlos genesSul A y B responsablesde la elongaciónal inhibir la división.
Existida, al igual quecon la accion bactericida,un “efecto paradójico” en la inducción de
filamentación(50). La inducciónde cambiosmorfológicosde quinolonas“in vivo” no ha sido
estudiadahastael momento.

En cuanto a la forma de las células encontradaen controles “in vivo”, este
microorganismocrecióconunamorfologíanormal de bacilo de 1-3 ¡¿m en controleshechos
por Zak y cols. (205) o Ryan and Monsey(176), al estudiarla acciónde ampicilinaen un

modeloenconejosy devariascefalosporinasen ratones.Sin embargo,sehanpublicadocasos
en los que la morfología típica de vahosmicroorganismosha cambiadoen infeccionesen
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humanosqueno hablansido tratadoscon antimicrobianos(125).

B.- Con ¿7. <zureas, los ensayos“in vitro” muestranuna inducción de aglomerados
celularesigualesa los encontradoscon meropenem,si bien su frecuenciaesmayor (figura
6B). Con la CMI, los valoresfueronaproximadamentelos mismosqueparael 13-lactámico,
pero las frecuenciasobservadaspara 1/4 y sobre todo con 1/2 x CMI son claramente
superiores.

“Iii vivo” tambiénsepuedeobservarunamayor frecuenciade aglomeradoscelulares
en comparacióncon meropenem(figura 21), siendoestetipo de morfologíael doblequeen
eseantimicrobiano.No obstante,estevalor puedeser consideradocomobajoya queno pasa
del 15%. Sicabesubrayarqueen los controlesseencontróunapequeñafrecuenciade formas
anormales(2-3%), quepuedenserdebidasa la mayor lentitud en la división de las células
en el lugarde la infección,al ser medio menosrico en nutrientes.

La inducción de estoscambiosen la morfologíade ¿7. <zureas tieneprobablementeel
mismomecanismoqueen el casode E. col!: la inducción de genesque inhiben la división

por partedel sistemaSOS de reparaciónde ADN. No obstante,esta teoría no ha sido
investigadani confirmada,aunquelos efectosqueseobservanson realmentelos mismosque
los queocurrenen E. coli: la formación de aglomeradosquecontienencélulashijasqueno
han podido separarse.No se conocenlos genesimplicados ni parecehaberseaisladolos

productosde estosgenes.

Solamenteseha publicadoun estudioconciprofloxacinoy ¿7. <zureas(80),peroen ese

casola morfologíaseestudiótras una exposicióna concentracionessuperioresa la CMI (en
fasede EPA). Se encontraronfrecuenciasde hastaun 80% de formasentre0,8 y 1,2 ¡¿m.

Frentea ¿7. <zureasmeticilin-resistentesseobservaronlas mismasfrecuenciasconexposición
continuaa ciprofloxacino(81). Esto sugiere,comoya secomentóanteriormente,que los
cambiosmorfológicosquesepuedenobservaren fasede EPA son practicamentelos mismos
quelosquesevenconconcentracionessub-CMI,ya queestanintimamenterelacionadoscon
el mecanismode accióndel antimicrobiano(81).
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3. ACTIVIDAD DE MEROPENEM Y CIPROFLOXACINO EN CURVAS DE
LETALIDAD “IN VIVO

”

La finalidad de estosexperimentos“in vivo” sondiferentesparacadaantimicrobiano,
comoya se ha comentadoen el apartadode métodos.En el casode meropenem,al carecer
de un EPA significativo, las curvasde letalidad “in vivo” secentraronen la comparaciónde
dos regímenesde dosificacióndistintos en los queel parámetrofarmacocinéticoT > CMI

eradiferente.Con ciprofloxacino,el EPA erasignificativamentelargo comoparacomparar
dos dosificaciónesen las queunade ellas teníaen cuentael EPA.

3.1. MEROPENEM

Conesteantimicrobiano,los resultadoscon los dos microorganismosensayadoshan
sido diferentes.Por un lado, con ¿7. <zureas seconsiguióel mismoefectoterapeúticocon las
dos dosificacionesadministradas(figura 16, tabla VI): solo hubo unavariaciónde 0,2 1og10
UFC/musloentrelasdoscurvas.Con E. col! sin embargo,el tratamientoA (20 mg/kg cada
3 h.) fue máseficaz queel B (40 mg/kg cada6 h.), con una diferenciaentrelos dos de 1,1
1og10 UFC/muslo.El efectobactericidafue de aproximadamentede 2,5 1og10 UFC/muslo,
exceptoen el casode E. col! con el tratamientoB.

Los tiempos sobre la CMI fueron distintos en los dos tratamientos:en el A se
mantuvierondurantetodo el experimento(10 h.), mientrasqueen el B descendíande la CMI
en la hora5 o 6 aproximadamente.Además,las concentracionesmáximastambiénfueron
diferentes,siendola del B mayor que la del A. En el casode E. col!, parecequeel T >

CMI es el parámetroquese relacionacon la eficacia,pero con ¿7. <zureas no parecetener
relación, ya que los tratamientosrinden igual efectobactericida.De todasformas,también
puede jugar un papel importante la concentraciónmáxima. Sin embargo, las curvas
mostrarianentoncesun efectoinicial mayoren las primerashoras,lo cual no seobservaen
la figura 16A y B.

Los experimentosrealizadospor otros investigadoresdifieren en la metodología
utilizada. Aunquela mayoríautiliza el modelode infecciónen ratónneutropénico,los grupos
experimentalessonmásquelosempleadosen estetrabajo.Vogelmany cols. (197) estudiaron
la correlación existente entre la actividad de varios antimicrobianosy sus parámetros
farmacocinéticosal igual queestetrabajo,peroutilizando unamayorgamade dosificaciónes
en un periodomáslargo(hasta24 h.), lo cual les permitíarealizarun análisismultilineal de
regresión.Los antimicrobianos13-lactámicosanalizadossecorrelacionabanbien con el tiempo
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sobrela CMI, aunqueningúncarbapenemafueensayado(tablaXII). Estemismoprocesofue
llevadoacabopor Craigy cols. (38) con algunosotrosantimicrobianosde estemismogrupo
y de los aminoglicósidos(gentamicinay netilmicina), incluyéndoseentre los primeros a
imipenem. De nuevo el parámetroasociadofue el tiempo sobre la CMI. Por otro lado,
Fluckigery cols. (66) utilizaron tambiénel modelode infección en ratón neutropénicopara
estudiareste mismo efecto con imipenem, pero se realizó simulando la farmacocinética
humanamedianteposterioresadministracionesquemanteníanlos nivelesmás tiempo sobre
la CMI. Los resultadosfueron iguales, siendoT > CMI el parámetroasociadoa la mayor
actividadfrentea E. col! y P. <¡eruginosa. Otrostrabajosparecencorroborarestosdatos(67).

Sin embargo,de nuevo Craig y cols. observaronen otro ensayo“in vivo” (42) que
paraloscarbapenemasla actividaderamenosdependientede esteparámetrofannacocinético
queen el casode penicilinasy cefalosporinas.Tal vez seala inducciónde EPA de estegrupo
de antimicrobianosel hecho que les diferenciede los demás8-lactámicosen cuantoa esta
menordependenciade T > CMI, ya queesteretrasoen el crecimientoimpediríaque los
microorganismosrecrecierancuandolos nivelesen sueroestánbajo la CMI.

TablaXII. Parámetrosfarmacocinéticosasociadosa la actividadde variosantimicrobianos
frentea microorganismosGram-positivosy Gram-negativos.

Aotinilérob¡ano Mlcroo Parámetro farniacocineticoasociado

E. col! Tiempo> CMI

P. <¡eruginosa -Tiempo> CM

TiemÑ $ CM
Tiempo CM

ginosa Tiempo> CM
Cefoperazona P. ¿¿eruginosa tiempo>

Ticarcilina E. col! Tiempo> CMI

Piperacilina Tuipo> CMI

Ciprofloxacino pneumomae< Log ABC

Gentamicina E:coll ‘LogABC

Netilmkina P.. aen¿ginosa . LogABC

Eritromicina ¿7. pneumoniae Tiempo> CM
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3.2. CIPROFLOXACINO

Los ensayos“in vivo” llevadosa cabocon ciprofloxacinoindican queel EPA de este

antimicrobianoeslo suficientementelargo como para cubrir el tiempo que los nivelesen
sueroestánbajo la CMI. En la figura 17 y la tabla VI observamosquelas curvasde letalidad
sonparalelas,aunqueparaE. coli seve un aumentobruscodel tratamientoB en la hora 8.
Sin embargo,en la hora 10 los recuentosson muy similaresa los encontradoscon el
tratamientoA, estandolos valoresde efectobactericidaen tomoa los 3,5 1og10 UFC/muslo.
Para¿7. <zureas las reduccionesen el crecimientofueron menores,alrededorde 1,8 1og10
UFC/muslo,lo cuales debidoa la menoractividadde esteantimicrobianofrentea estacepa.

En estosresultadosse muestraque e] costede antimicrobianoen el tratamientoA
puedeser la mitad sin quela actividadfrentea estasdos cepassepierdasignificativamente.
Enestecaso,los largosEPA encontrados“in vivo” conciprofloxacino(3,1 y 1,9 paraE. col!

y ¿7. aureusrespectivamente)son muy similaresa los tiemposque los nivelesen suerose
mantuvieronsobrela CMI de estos microorganismos(tabla IV), lo quepermitereducir la
dosistotal a la mitad. De todas formas, se necesitaríanmás ensayoscon mayor númerode
administracionesen un tiempomayor(tratamientoslargos)paracomprobarsi estosresultados
sonválidos.

No se han llevadoa caboexperimentossimilaresa estecon ciprofloxacino. Por otro
lado, otros investigadoreshan llevado a cabo ensayospara estudiarla relación entre la
actividad y distintos parámetrosfarmacocinéticosde ciprofloxacino y otras quinolonas,
teniendoen cuentaque el EPA ayudaríaa cubrir periodos interdosis en dosificaciones
intermitentes. Utilizando otros modelos animales (septicemia y neumonia en ratas

neutropénicas),Roosendaaly cols. (172, 173), han encontradoque la actividad de este
antimicrobianoesdependientede la dosis total administrada,seacual seala frecuenciade
administración;unaalta eficaciase puedeobservaren estosestudioscon dosificacionesen
las queel tiempo sobrela CMI solocubreun 25% del tiempo inter-dosis,siendoel EPA el
que impide el crecimientoen el restante75%. De todas formas, se necesitanun mayor
númerode ensayosconquinolonasparademostrarestosresultadoscon un mayornúmerode
microorganismos.

4. LOS PARAME’IIROS FARMACODINAMICOS EN LOS REGIMENES DE

DOSIFICACION

En el estudiode los nuevosantimicrobianosse han de teneren cuentatodos los
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parámetrosquepuedeninfluir tanto en su actividadcomoen otros factorescomotoxicidad,
costeeconómico,etc. Hastahacepoco tiempo sin embargo, la actividad de unasustancia
solamenteeramediday tenidaen cuentacasi exclusivamentepor suCMI. La eficaciasecreía
adecuadacuandose alcanzabaunaconcentraciónsuperiora este factor duranteel mayor
tiempoposible(39, 134). Por otro lado, pacientesque teníanproblemasconla toxicidad de
algunosantimicrobianospresentabanun granobstaculoa la terapeúticayaquesepensabaque
la actividad de estoscompuestosno eraóptima.

Desdehaceunos quince añoshastanuestrosdíasse vienen investigandodiversos
fenómenosque tienenunarelaciónmuy directacon la actividadde losantimicrobianosen la
clínica. Las técnicasutilizadas en principio para estudiarloshan ido purificándose y
estandarizándoseprogresivamente,a la vez que han aparecidootras más nuevasque han
corroboradolos datosya encontrados.A las investigaciones“in vitro” han seguido los
estudios“in vivo” que han corroboradobastantebien los datosobservados.Todos estos
“nuevos efectos” están siendoincorporadosen el estudiode nuevassustancias;al mismo

tiempo,el conocimientode su accióncon las sustanciasyaconocidasy ampliamenteutilizadas
da un nuevoenfoquea la quimioterapia.

Cada fenómenoestudiadoen este trabajo, así como otros relacionados,tienen un
efecto por si solos en la acción de los antimicrobianossobre las bacterias, aunque
posteriormentesuobservaciónseencuentremuy estrechamenterelacionadacon los otros. De
la comprensiónde la importanciadecadauno deellos dependela visión global quepodamos
tenerde la acciónde estassustancias.

4.1. EFECTO POSTANTIBIOTICO

El conocimientodel EPA de un antimicrobianopuedeayudar en gran medidaal
establecimientode un tipo de dosificación que sea eficiente frente a determinados
microorganismos.Sustanciasqueinduzcanen generalun EPA significativamentealtopodrían

ser administradasde una forma menoscontinua sin miedo a perder efectividad, lo que
representaríaun ahorro en todas las facetas de la clínica (toxicidad para el paciente,

económico, etc). Desde este punto de vista, los aminoglicósidos,las quinolonas y los
macrólidosseríanlas sustanciasque requeriríanunamás espaciadadosificación,ya que su

EPA frentea la mayoríade los microorganismoses alto (39). Los Il-lactámicosno muestran
un significativo EPA concasiningunabacteria(exceptocon algunosGram-positivos),lo que
inducea pensarquesu administracióndebeser lo máscontinuaposibleen ordena no perder
eficacia,a menosqueotrosparámetrosfarmacodinámicossuplanestedefecto.De entreeste
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grupo de antimicrobianos, los carbapenemasson los únicos que podrían espaciar su
administración,ya que se ha demostradoun EPA significativo frente a bacteriasGram-
negativas.

Una de las más frecuentes prácticas en la clínica es la de la utilización de
combinacionesdeantimicrobianosparacubrir un amplio espectrode microorganismos.La
coadministraciónde un il-lactámicocon un aminoglicósidoes unade lascombinacionesmás
eficacesen algunasinfecciones.Algunosinvestigadores(92, 201) han demostradotanto “in
vitro” como“in vivo” queantimicrobianosquepor si solosinducenEPA pueden,cuandoson
utilizadosconjuntamente,mostrarun efectotantoaditivo(sumadeEPA) comoindiferente(no
interferenciaentreellos). Porejemplo, imipenemy tobramicinamuestranun 79-85% másde
EPA queel mayorde los dos frente a P. ¿¿eruginosa,pero no afecta la duración de éste

cuandoes administradojunto con gentamicinafrentea E. col!, ya queno muestraun EPA
significativo frentea estacepa.Estosestudiosdeberíanserampliadoscon la realizaciónde
tratamientoslargos(con varias dosis) en modelosanimales(92, 115).

En el casode nieropenein,al ser un antimicrobianono comercializado,no existen
unos regimenes de administración definidos. Sin embargo, según algunos estudios
farmacocinéticos(12), unadosisde 1000mg puedemantenerlos nivelesen sueropor encima
de 1 mg/l (superiora la CMI de muchosmicroorganismos)duranteun períodode 6 horas.

Con unadosis de 250 mg, este períodoseríade 3 horas.Dado queesteantimicrobianono
muestraun EPA significativo frente a ningunade las trescepasensayadasen estetrabajoy
otros (160), la inclusión del estudio del efecto postantibiótico en la dosificación de
meropenemapoyarlaunaadministraciónlo másfrecuenteposiblepara mantenersusniveles
en sueropor encimade la CMI duranteel tratamiento.No obstante,los datosobtenidos“in
vitro” por algunosautorescon algunascepas(151) apoyaríanun másamplio estudiode este
efectocon esteantimicrobiano.En la coadministracióncon otrosantimicrobianos,como los

aminoglicósidos,meropenemno aumentaríael EPA deéstos,ya quecon imipenemno parece
queexistasinergismo(92).

Ciprofloxacinoesunasustanciamuy utilizadaen la quimoterapiaantimicrobiana.La
dosisdependedel tipo deinfección,perovaríaentre200-1000mg por día. La administración
sueleser 2 vecesdiahas,aunqueen muchoscasosse recomiendala dosis única cuando
existenproblemas(renales,avanzadaedad).El EPA deesteantimicrobianoimpedirlaen estos

casosunapérdidade eficacia;además,apoyarlaunadosificaciónúnica diaria,aunqueen las
infecciones graves sería recomendablemantener las 2 dosis diarias, dependiendodel
microorganismocausante.
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4.2. FARMACOCINETICA

Comose ha demostradoen estey otros trabajos(66, 197), existeuna relaciónentre
la actividad de un antimicrobianoy cienosparámetrosfarmacocinéticos.Estarelaciónes
debidaen partea las característicasparticularesde cadaantimicrobiano:su mecanismode

acción,estructuraquímica, metabolismo,etc.

Parecehabertambiénuna correlaciónentreestosparámetrosy la duracióndel EPA

(39); más aún, esta relación pareceser idéntica a la encontradacon la actividad del
antimicrobiano.De estamanera,un antimicrobianocuya actividaddependade la dosistotal
y posea EPA, también tendrá un EPA mayor cuanto mayor sea la dosis total. Así, si
aumentamosla dosis, estamosaumentandola actividad y el EPA, maximizando su
efectividad.

Si bien la relaciónfarmacocinética-actividadescaracterísticadecadaantimicrobiano,
existe una correlación entre ciertos datos farmacocinéticosy los grandes grupos de
antimicrobianos.Los il-lactámicosparecenestarmuy relacionadoscon el tiempo en quese
mantinenesobrela CMI en suero, comoya hemosvisto (66, 99, 197). Sin embargo,los
carbapenemasparecentenerunamenordependenciade esteparámetroque las penicilinas
o cefalosporinas(42). Meropenentendríamayoreficaciaentoncessi fuera administradode

forma continua,ya quesemaximizaríael tiempo sobrela CMI y suactividad.Sinembargo,
en nuestrosexperimentosseobservaquecon ¿7. aureushay unabuenaactividadaun cuando

el tiempo sobrela CMI esdistinto en los dos tratamientos(figura 16). Estopodríaserdebido
a esamenordependenciade esteparámetrodentrode los 13-lactámicos.Apoyandoestaidea
sehanobservadoalgunoséxitos terapeúticoscon imipenemadministradointermintentemente
en pacientesneutropénicos(123). La discusiónde la posibledosificación intermitentede los
carbapenemases hoy en día un temade la máximaactualidad(58, 99).

C¡profloxacinopor el contrario, pareceteneruna relacióncon la dosistotal (ABC)

y la concentraciónmáxima(C~J (4, 19, 30, 48, 76, 120, 149, 197, 209). De estaforma,
esteantimicrobianopodríaser administradomasespaciadamentesi aumentáramosla dosis

(500 mg/díaen vez de 250 mg/2 vecesdía) (193, 194), ya quesuactividadseríamayor. A
su vez, el EPA aumentaríaal ser también dependientede la dosis total, lo quepermitiría

cubrir mejor el espacioentredosis(16).
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4.3. CONCENTRACIONES SUB-CMI

El efecto de estasconcentracioneses impotante,como se ha dicho anteriormente,
debidoaquesiempreseencuentrantras la administraciónde un antimicrobiano.Desdeeste
puntode vista, su posibleacciónayudaríaa quelos microorganismosno recrecierancuando
los nivelesdesciendende la CMI.

Los efectossobrebacteriasen fasede EPA (ESCEPA), es un fenómenoqueresponde
a la realidadquese encuentra“in vivo”, y susvaloresson significativamentemayoresque
losobservadossobrebacteriasen crecimientoexponencial(160). Muchosantimicrobianosde
todaslas claseshan mostradovaloresmuy significativos de ESC EPA tanto “in vitro” como
“in vivo” frentea unagran variedadde microorganismos.De nuevoparecequeexisteuna
relacióncon la actividad(160), de tal forma que las clasesde antimicrobianosmás activas
(aminoglicósidos,quinolonas,macrólidos)tendríanunosefectossignificativamentemayores
quelas menosbactericidas(il-lactámicos).Meropeneminduce un ESCEPA relativamente
grandefrente a P. <¡eruginosa (160) y ¿7. <zureas (figura 2), pero no frentea E. col! (figura
1). Se necesitaríanmás investigacionespara confrontarestos datos. De todasformas, no
alcanzanvalorescomolos de los aminglicósidos(10-22h.) (33), lo queindicaríaqueesteno
debeser un parámetroqueapoyela dosificaciónintermintente,al menosno con todos los
microorganismos.Ciprofloxacinosi muestraunosvaloressignificativamentealtoscomopara
que suefecto seaapreciabletras la administraciónde un antimicrobiano.Juntocon el EPA
cubriríande forma eficazel períodoentredosis.

4.4. CAMBIOS MORFOLOGICOS

La morfología bacteriana tiene un efecto indirecto sobre la muerte de los
microorganismos.Lainduccióndeformasanormales(aglomerados,esferoplastos,filamentos)
debeninfluir en la funciónde las célulaspolimorfonucleares(PMNs),alterandosusfunciones
de fagocitosis.Los filamentos,observadoscon muchosantimicrobianos(ciprofloxacinoy 13-
lactámicos),parecenoponeruna barreraa la fagocitosisal medir hasta50 vecesel tamaño
de un bacilo normal. Sin embargo,algunasobservacionesapuntanaquees todo lo contrario:
sefagocitaninclusomejor. Lorian y cols. (126, 128)encontraronqueE. col! y P. <¡eruginosa

eranmáseficientementefagocitadosen forma de filamentos,ya queesmásrápidoencontrar
un filamentode 30 o 40 célulasunidasque30 o 40 bacilosaislados.Medianteun modelo
estadísticodemostraronqueen términosde probabilidades,es másprobableencontrarun
filamentoqueel mismonúmerode célulasaisladas(133). El tamañodel filamentono parece
serun problemaparalos PMNs, segúnlos estudiosmicrocinematográficoshechospor estos
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autores.

Los esferoplastosno han sido estudiadosen su relacióncon la fagocitosis.De todas

formas, no pareceque tenganningunarelacióncon ella, ya que son célulasaisladascon la
mismaprobabilidadde encontrarsecon los PMNs quelas célulanormales.Sin embargo,tras
su ingestión, serían mejor digeridos al tener la pared celular muy debilitada. Los
aglomeradoscelularesencontradosconS. <zureasseríanporel contrarioun impedimentotras

la fagocitosis,puestoque las células no separadasque estuvieranen el centro estañan
protegidasde la digestiónenzimáricay sobreviviríanmástiempo (132, 133).

Según estos patrones,¡neropenemno alteraría la fagocitosis de E. col! sino la

digestiónintrafagosóniica,mientrasqueciprofloxacinopodríaincrementarla fagocitosisde
este microorganismo.Con ¿7. <zureas, los dos antimicrobianosno tendríaninfluenciaen al

fagocitosis,y tal vezejerceríanun efectoquepermitirlaa estabacteriasobrevivirmástiempo
dentrode la célula.

Sin embargo,hayotroefectoque tendríaunarelaciónmuy directacon estetema: la
actividad intracelularde ciertosantimicrobianos.Tanto ciprofloxacinocomo meropenem
parecentener una buenapenetracióny acumulacióndentro de los PMNs, así comoalta
actividaddentrode los leucocitos,macrófagosy monocitos(26, 44, 57),lo queayudaríaa
una mejor acción contra las células ya fagocitadas. No obstante, se necesitan más
investigacionessobreestosefectosparauna posibleaplicaciónen la dosificación de estos
antimicrobianos.

4.5. OTRAS CONSIDERACIONES SOBRE LOS REGIMENES DE
DOSIFICACION

Hay otros efectosquepodrían ser incluidos en el diseñode nuevos regímenesde

dosificación,talescomo:

- efectosde las sub-CMI sobrela virulencia
- efectosde lassub-CMI sobrela adhesión

- posibleefectorefractariode algunosantimicrobianos

Estosestudiosno son recientesy han dadoresultadosinteresantes.Sin embargo,son

másbien fenómenosqueaparecenduranteel tratamientoy queno afectaríana la dosificación
en si.
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Fuerade los efectosde la farmacodinámica,el estadode los pacientesesuno de los
mayoresimpedimentosen la correctaadministraciónde los antimicrobianos.La insuficiencia
renal o la toxicidad de estas sustanciashacen que las administracionestengan que ser
espaciadase incluso suspendidaspara no causarefectos secundariosgraves. Todos los
parámetrosindicadosen el punto anteriorinfluirían de forma favorableen un espaciamiento
de la dosis, lo quereducirlala perdidade eficacia.Ya que lasdefensasdel huéspedsonparte

muy importantedel éxito de un tratamientoterapedtico,habríaqueconsiderara unapartede
los pacientesqueno poseencapacidaddefensivadebidoa susenfermedades(tumores,SIDA,
etc.). La dosificacióndeberíaser diferentesegúnel estadodel sistemainmunitario.

A) Pacientes ininunoconipetentes:la posible acción de los antimicrobianos
incrementandola fagocitosisy digestiónde los microorganismosseríauna importantebaza
en este tipo de pacientes,puestoquedisminuirla el riesgode recrecimientoen periodoentre
dosis.La dosificaciónintermitentepodríaseraplicadayaquelasdefensasayudaríana cubrir
todo el tiempo que los nivelesen suerono superanla CMI. El EPA junto con la acciónde

sub-CMIalargaríanla accióndeestosantimicrobianosy no seperderíaeficacia.No obstante,
siemprehabríaque analizartodos los factores importantesque favorecenesta dosificación
paraevitarel fallo terapeúticoo la apariciónde resistencias.En estos factoresno sóloestán
lo que se han comentado, sino otros que pueden influir en la buena respuestadel

antimicrobianocomola mayoro menoroxigenacióndel tejido infectado,pH, etc.

B) Pacientesinmunoconipronietidos:fenómenoscomoel PALE (mayor fagocitosis

tras la accióndel antimicrobiano)no tendríanefectoen estospacientes.Algunos estudios
muestran que en los pacientes inmunodeprimidos, los intervalos de dosificación
comprenderíantiemposmáscortos,quepodríanabarcarla sumadel EPA másel tiempoen
quese mantieneel antimicrobianosobre la CMI (38, 77, 135, 197), pero unadosificación
al día seríaseguramentepoco eficazen estospacientes.La combinaciónde antimicrobianos
es una práctica muy utilizada en estos casos, y habría que estudiar si el EPA estaría
incrementadotras la administraciónde dos sustantiasinductorasde esteefecto(92).
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Unavez evaluadoscadaunode los efectosfarmacodinámícospor separado,así como
sus interrelacionesy aplicacionesclínicas, podemosextraerde este trabajo las siguientes
conclusiones:

1~) Los EPA “in vitro” de meropenemfrentea¿7. aureus,E. coli y P. ¿¿eruginosafueron

muy pocosignificativos,alcanzándoseinclusovaloresnegativos.Conciprofloxacino,
estosvaloresfueronaltos,con una mediade 2,6h. frentea las trescepasanteriores.

2~) LosEPA “in de meropenemfueron, frentea las trescepasanterioresy al igual
que “in vitro”, no significativos (> 0,5 h.). Ciprofloxacinomostró, tambiénal igual

que “in vitro”, valoresaltos (mediade 2,3 h.).

3~) Las diferencias estadísticasentre el EPA de los dos antimicrobianos fueron

significativastanto“in vitro” como“in vivo” (p < 0,01 y 0,001 respectivamente).No
hubo diferenciassin embargoal compararel EPA “in vitro” con el “in vivo”, tanto
paracadaantimicrobianopor separadocomoen general(p = 0,94).

4~) Tanto el método de dilución empleadoen el EPA “in vitro” como el modelo de

infección en muslode ratón neutropénicoutilizado “in vivo” fueron sencillosen el
uso, y su amplia utilización por otros investigadorespermiteunacomparaciónveraz

de los resultados.

5a) Los efectosde concentracionessub-CMI en el crecimientode E. coil y ¿7. <zureas en

fasede EPA fue grandeen el casode ciprofloxacino(> 3,5 h. con 1/2 x CMI); con
meropenem,sólo fue apreciablefrente a S. <zureas (2,85 h. con 1/2 x CMI).

6~) La morfologíade E. col! y ¿7. <zureas sevio alteradapor los dos antimicrobianosde
igual forma “in vitro” como “in vivo”. Meropenem indujo la formación de
esferoplastosen E. col!, mientrasqueciprofloxacinoindujo filamentación.5. <zureas

creció formandoaglomeradoscelularesen presenciade los dos antimicrobianos.

7~) En las curvasde letalidad “in vivo’, meropenemtuvo la mismaeficaciacuandofue

administradoen forma continuao en dosisúnica frentea ¿7. <zureas,siendomáseficaz
el primer tratamientoen el casode E. col!. Con ciprofloxacino, el tratamientoque
incluía el EPA tuvo al final del ensayola mismaactividadfrentea las doscepasque
el quemanteníalos nivelespor encimade la CMI.
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8~’) Los parámetrosfarmacodinámicosestudiadosen estey otros trabajosapuntanhacia
unadosificacióncontinuade meropenempara no perdereficacia,ya que susvalores
son muy bajos,aunquehay estudiosquedemuestranun mayorpesodel EPA en este
grupo de antimicrobianosque en otros 5-lactámicos.Ciprofloxacinosin embargosi
permitiríaun mayorperíodoentredosissin perdereficacia,ya queel EPA y los ECS
EPA son significativamentealtoscomoparacubrirlos.
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