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Cuando nacié la "quimioterapia”, concepto introducido por Paul Ehrlich, comenzé lo
que llamamos la "era moderna" del tratamiento antimicrobiano. Desde entonces los logros
alcanzados han sido muchos, consiguiendo la medicina uno de los mayores avances en su
historia. Esto se ha traducido en una disminucién muy importante en la mortalidad y
morbilidad en la poblacién.

Pero la evolucién de la terapéutica en este intervalo de tiempo se ha visto lleno de
dificultades muchas de las cuales no se han superado todavia. Al mismo tiempo, otros
obstdculos han surgido en el camino haciendo de la labor investigadora una tarea constante.
Asi, por ejemplo, el desarrollo de nuevas enfermedades producidas por microorganismos poco
habituales, la aparicién de resistencias y los efectos téxicos de los antimicrobianos han sido
pardmetros que todavia hoy tienen un interés miximo en este campo de la medicina.

Muchas variables hacen que el ideal de un antimicrobiano (que sea selectivo frente al
pardsito e inécuo para:el huésped) sea muy dificil de conseguir. De todos los factores que
intervienen en la relacién huésped-pardsito-antimicrobiano, algunos de ellos no se han
estudiado con la suficiente profundidad hasta hace poco tiempo (por ejemplo, la relacién del
antimicrobiano con el sistema inmune).

Otros pardmetros como la sensibilidad de los microorganismos, tal vez el factor més
estudiado, han tenido que incluir en su protocolo de investigacion nuevos factores que pueden
dar un giro en la terapéutica (39). En este sentido, algunas familias de antimicrobianos usados
habitualmente estdn sufriendo o sufrirdn variaciones en cuanto a su empleo en la terapéutica
de enfermedades infecciosas (9, 19, 32, 39, 46, 77, 88, 121, 138).

1, ANTIMICROBIANOS

La aparicién de la sulfanilamida en la medicina hacia 1909 fue el punto de partida de
la historia de la investigacién antimicrobiana. En esa misma década se encontraron otros
compuestos que tenfan actividad "in vitro" pero que "in vivo" no parecian ser eficaces. El
descubrimiento de la penicilina en 1929 por Alexander Fleming y su posterior purificacién
en 1940, se consideré como el avance necesario para que los investigadores tomaran en serio
la biisqueda de nuevas sustancias que pudieran tener actividad contra otros microorganismos.

La principal fuente posterior de sustancias antibidticas fueron las bacterias
pertenecientes al grupo de Streptomyces, del cual se han obtenido antibidticos como la
estreptomicina, el primero activo frente a bacilos Gram-negativos aerobios. A partir de
muchas de estas sustancias obtenidas naturalmente se han logrado otras nuevas por
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transformacién quimica, que aventajan a las primeras en algunos puntos como el espectro de
accién o su mejor farmacocinética. Otro grupo de antimicrobianos son los sintetizados
quimicamente, tales como el 4dcido nalidixico y oxolénico, etambutol, etc, que revolucionaron
y dieron un nuevo empuje a la investigacién en este campo.

La clasificacién primaria de los antimicrobianos se realiza teniendo en cuenta

principalmente criterios de accién antimicrobiana y de estructura quimica (6):

1. Inhibidores de la sintesis de la pared celular,
-~ B-lactdmicos, glicopéptidos, bacitracina, lipopéptidos, glicolipopéptidos,
fosfomicinas. ‘

2. Inhibidores de dcidos micélicos.

3. Activos sobre membrana citoplasmdtica bacteriana.
- péptidos ciclicos, polimixinas.

4. Quelantes de iones metdlicos.
- 8-hidroxi-quinolefnas.

5. Inhibidores de la sintesis de proteinas.
- aminoglicdsidos, macrdlidos, lincosamidas, tetraciclinas, cloranfenicol, 4cido
fusfdico, estreptograminas.

6. Inhibidores de 4cidos nucleicos.
- quinolonas, novobiocinas, rifamicinas, 5-nitro-imidazoles, 5-nitro-furanos,
antifélicos.

A pesar de la inestimable ayuda que el avance en algunas ciencias, como la genética
o la bioquimica molecular, han supuesto para el descubrimiento de los mecanismos de accién
de los antimicrobianos, existen todavia hoy muchos puntos oscuros por resolver, aunque Ia
mayoria de los compuestos entran ya dentro de una u otra categoria.

Al mismo tiempo que se iban conociendo estos mecanismos, también se empezaron
a estudiar los mecanismos de resistencia de los microorganismos a estos compuestos,
problema que se conoce desde la utilizacién del primer antimicrobiano. Su aparicidn,
favorecida por la gran capacidad de mutacién que poseen los microorganismos, es un tema
de la mdxima actualidad hoy en dfa (23, 24, 72, 183, 187).

La resistencia a los productos antimicrobianos viene determinada de forma muy
general por un cambio en las propias bacterias (adquisicion de material genético por
transformacién, etc...) o en el medio ambiente en que se desarrollan. Un antimicrobiano
puede presentar resistencias con muy diferentes mecanismos. Asf, podemos encontrar enzimas
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modificantes del producto, alteracién del objetivo del antimicrobiano o impermeabilidad al
paso a través de la membrana (23, 166).

Como consecuencia del mayor conocimiento de estos mecanismos de accién y
resistencia y de otros muchos factores que influyen en la eficacia o actividad de los
antimicrobianos (farmacologia, toxicidad), podemos tener la seguridad de que los nuevos
productos y los ya conocidos serdn aprovechados para una mejor terapéutica de las
enfermedades infecciosas.

1.1 NAS

El desarrollo de este grupo de sustancias fue lento y tuvieron que pasar mds de quince
afos desde el descubrimiento del &cido nalidixico (precursor de las 4-quinolonas), hasta la
aparicién de las quinolonas fluoradas a finales de los afios setenta. Desde entonces han
aparecido nuevas fluorquinolonas que han revolucionado la terapia antiinfecciosa por sus
buenas propiedades antibacterianas y farmacocinéticas, asf como por su inocuidad en el
hombre.

Las quinolonas no tienen una estructura quimica bdsica idéntica, pero s{ comparten
un esqueleto base que es el anillo 4-oxo-1,4-dihidroquinolefna, abreviadamente 4-quinolona.
Derivan de cuatro grupos o subfamilias en las que se introduce una serie de modificaciones
que comportan las diferencias entre unas quinolonas y otras. Una caracteristica de los nuevos
agentes es la fluoracién de la estructura bésica llamdndose fluorquinolonas, lo que les confiere
mejor actividad bactericida y menor frecuencia de aparicion de resistencias. Todas ellas son
dcidos orgdnicos, y por tanto, intensamente lip6filos y con un alto pK.

Clasificacion de las 4-quinolonas en subfamilias segiin su estructura quimica,

1. Naftiridina.
- acido nalidixico, enoxacina.

2. Cinolina.
- cinoxacina.,

3. Piridopirimidina.
- &c. piromidico, 4c. pipemfidico.

4. Quinolona : fluorquinolonas (excepto dc. oxolinico).
- 4c. oxolinico, acrosoxacino, amifloxacino, norfloxacino, ciprofloxacino,
ofloxacino, pefloxacino, flumequina, fleroxacino, lomefloxacino, R-835, S-
25932,
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El mecanismo de accidén es complejo y no estd totalmente claro. El objetivo de la
accién de las quinolonas es la ADN-girasa, que cataliza €l superenrrollamiento negativo del
ADN bacteriano (64, 106, 122, 204). Esta enzima estd formada por dos protefnas A y B que
estan codificadas por los genes gyr-A y gyr-B en E. coli; la enzima activa es un complejo
A,B,. La subunidad A estd implicada en los procesos de rotura y reparacion del ADN en el
superenrrollamiento, mientras que la B es la responsable de la hidrélisis del ATP que se
requiere en la accién,

Sin embargo, algunos estudios han propuesto que las quinolonas no se unen a la
subunidad A de la girasa sino que forman un complejo con esta subunidad y el ADN, lo que
implicarfa una interaccién directa con el material genético (185). Cuatro moléculas del
antimicrobiano se unirfan al ADN e intraccionarfan entre si hidrofébicamente, proponiéndose
una unién a la girasa mediante el carbono 7 de la quinolona. Tanto si la unidn es con el
complejo ADN-girasa o sélo con la subunidad A de la girasa, los efectos sobre la bacteria
serian los siguientes (65, 79, 106):

1.- Elongacidén de la bacteria: al inhibirse la ADN-girasa, se evita la reparacion de
las roturas en €l ADN. Este se elonga dentro de la bacteria.

2.- La unién a la girasa produciria un bloqueo en el pasoe de la ADN o ARN
polimerasa que iniciaria la muerte celular inicial.

3.- Produccién de exonucleasas por la fuerte induccion del gen recA del mecanismo
SOS de reparacién de ADN (observado en E. coli) (165); esto llevaria a 1a muerte celular y
lisis. Esto requerirfa sintesis de ARN y de proteinas antes de apreciarse la actividad de la
quinolona, lo que hace de que la accidn bactericida de estas moléculas sea dependiente de la
sintesis de ARN. Puesto que las quinolonas también causan inhibicién de la sintesis de ARN
a altas concentraciones, la accién de estas sustancias seguirfa una respuesta bifdsica, como
asf sucede en la realidad, ya que estos antimicrobianos muestran una tinica concentracion
bactericida 6ptima (CBO) tal que cualquier concentracidn mds alta 0 mds baja que ésta
causard un menor nimero de muerte bacteriana.

Este parece ser el mecanismo A de accién de todas las quinolonas. Sin embargo, se
ha propuesto un segundo mecanismo B en el caso de ofloxacino y ciprofloxacino en el que
la inhibicién de la sintesis de ARN no causaria una adicional falta de accién bactericida (106).

La fijacién celular es rdpida (51, 166): cuestién de minutos para enterobacterias y S.
aureus, disminuyendo con la presencia de iones magnesio o calcio, baja temperatura y Ph
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4cido.

La penetracién en las bacterias Gram-negativas estd mejor estudiada que para las
Gram-positivas, proponiéndose el siguiente modelo:

1) El paso de la membrana externa serfa por difusién pasiva a través de poros OmpF
o bien via fosfolipidos.

2) El transporte en la membrana citoplasmatica es un proceso de difusién, aunque hay
alguna evidencia de que esté acoplado a una fuerza protén-motriz.

3) Existe un transporte activo en la membrana citoplasmética que extrae la quinolona
de la bacteria hacia el periplasma.

4) El transporte hacia el exterior posiblemente ocurre a través de poros tipo OmpF,
implicando o no a los fosfolipidos.

Como consecuencia de este transporte la quinolona se acumula en la bacteria hasta
cuatro veces mads que la concentracién externa (51).

Su espectro de accién es amplio y varfa desde algunas especies de bacterias Gram-
negativas de las primeras quinolonas, hasta el aumento gradual a otras bacterias en las nuevas
sustancias; primero contra enterobacterias y otros aerobios Gram-negativos, mds tarde frente
a ciertos aerobios Gram-positivos y bacterias intracelulares, y mds recientemente contra los
anaerobios y ciertos protozoos (7, 8, 64, 65, 182). El efecto es bactericida y, en general, hay
una buena correlacién entre CMI ¢ inhibicién de la ADN-girasa (23).

Ciprofloxacino es la més activa de las disponibles para uso clinico, aunque no deben
olvidarse otras propiedades igualmente importantes en la evaluacién de un antibiético. En
general no existe efecto inéculo, pero con la CMI sélo se inhibe el crecimiento celular, asi
que este pardmetro no darfa una indicacién real de la actividad bactericida (122).

Las resistencias de importancia clinica que se han encontrado son fundamentalmente
cromosémicas (83), por modificacién enzimdtica de la subunidad A de la ADN-girasa (72},
o por modificacién de la permeabilidad de los poros (93) (probablemente por alteracién de
los lipopolisacdridos de la pared, que impiden la entrada de estos compuestos dentro de la
bacteria). Este iltimo tipo de resistencia es mds frecuente en Klebsiella, Enterobacter,
Serratia y Pseudomonas (79).

Las caracteristicas farmacocinéticas son muy similares entre las quinolonas,
exceptuando las denominadas de primera generacién (4c. nalidixico, 4c. oxolinico, &c.
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pipemidico, 4c. piromidico y fluomequina, entre otros). Destaca sobre todo la buena
absorcién que presentan por via oral, oscilando el tiempo médximo entre 1 y 3 horas (105).
Las constantes de absorcién y eliminacién son independientes de la dosis administrada por
lo que el incremento de la C_,, y el 4rea bajo la curva es proporcional al incremento de la
dosis. La vida media sérica de los nuevos compuestos es elevada, entre 3-4 horas. En
general, se unen a proteinas plasmdticas en un bajo porcentaje (normalmente inferior al 50%).
La difusién histica es amplia (17), alcanzando en general altas concentraciones en los tejidos
periféricos y fluidos orgdnicos, oscilando su volumen de distribucién entre 1 y 3 I/kg. La
penetracién en macréfagos y polimorfonucleares es elevada.

La eliminacién (203) es mayoritariamente renal (tanto por filtracién glomerular como
por secrecién tubular activa), y un menor porcentaje por ruta transintestinal, aunque hay
variaciones y cada caso ha de ser estudiado en particular. La dosis diaria oscila entre 200
y 800 mg via oral (V.0.) y, en general, la cinética de administracién V.I. no cambia de
manera sustancial (202).

Los efectos secundarios y toxicidad (152) son pocos, considerdndose a las
fluorquinolonas como antibidticos relativamente seguros. Las reacciones adversas mds
frecuentes afectan al aparato digestivo con nauseas, vémitos y diarreas. Por parte del sistema
nervioso central se han descrito insomnios, cefaleas y convulsiones. Se han observado
reacciones de fotosensibilidad. Las fluorquinolonas no deben ser usadas en nifios debido a un
posible dafio en el cartilago.

Las indicaciones mds frecuentes de las quinolonas, especialmente las fluoradas, son
en infecciones respiratorias, urinarias, intestinales, osteoarticulares, de la piel y tejidos
blandos, infecciones de transmisién sexual e infecciones sistémicas graves (62, 105).

1.1.1. Ciprofloxacing

Estructura quimica: ciprofloxacino (4cido-1-ciclopropil-6-fluor-1,4-dihidro-4-oxo-7
[1-piperazinil] 3-quinolein carboxilico) es una fluorquinolona con estructura de 4-quinolona
de origen sintético (figura 1). La fluoracién en posicién 6 y el anillo piperazinico en posicion
7 han mejorado la actividad de este compuesto, por ejemplo el radical 1-piperacinico en
posicién 7 potencia notablemente su actividad frente a P. aeruginosa (29, 71).
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Figura 1. Estructura qufmica de ciprofloxacino
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Actividad antibacteriana: su accion es predominantemente bactericida (7, 29, 56, 71)
y posee un amplio espectro que abarca cocos y bacilos Gram-positivos y Gram-negativos,
aerobios, facultativos y anaerobios, Mycoplasma, Chlamydia, Rickettsia y Micobacterium. La
actividad es particularmente alta sobre enterobacterias y Pseudomonas. Actia tanto en fase
de crecimiento exponencial como en fase estacionaria, aumentando su potencia bactericida a
pH alcalino y no influyendo las condiciones de aerobiosis o anaerobiosis (71).

Desarrollo de resistencias: aunque no es muy frecuente, se han desarrollado
resistencias por mutaciones en la ADN-girasa en varias especies, entre las que se incluyen
S. marcescens, K. pneumoniae y mas frecuentemente P. aeruginosa (29). También se han
observado resistencias cruzadas con las ureidopenicilinas, las cefalosporinas y los
aminoglicésidos, probablemente por una mutacién cromosémica que implica cambios en los
poros de la membrana celular, inhibiéndose asi la penetracién del antimicrobiano (6).

Farmacocinética: la absorcién de ciprofloxacino tras su administracién por v.o. es
buena (75-80%) y se produce con rapidez alcanzando la C,,, entre 1 y 1,30 horas después
de su administracién (18, 49). Por v.i. la concentracién sérica disminuye rdpidamente
(aproximadamente a la cuarta parte de la dosis) en los primeros 30 minutos (29). Su
distribucién tisular es muy amplia (43). La penetracién intracelular es buena y el volumen de
distribucién en estado estacionario oscila entre 2 y 3 I/kg, por tanto, las concentraciones en
los diferentes tejidos orgédnicos son elevadas. La unién a proteinas es baja, 20-28%. La vida
media de eliminacién se sitia entre 3 y 5 horas (203). Como consecuencia de la eliminacién
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preferentemente renal, ciprofloxacino alcanza en orina concentraciones muy elevadas.
1.2. B-LACTAMICOS; CARBAPENEMA

El grupo de los antimicrobianos B-lactdmicos ha sido tal vez el mds importante tanto
por el gran nimero de compuestos descubiertos o sintetizados que contiene como por su
utilizacién en la quimioterapia. Desde que fue descubierta la primera sustancia del grupo (la
penicilina) en el afio 1929 hasta hoy, han sido miles los compuestos que en este grupo se han
estudiado como posibles antimicrobianos.

Primariamente y por su estructura qufmica, los B-lactimicos se dividen en dos
subgrupos con las siguientes subdivisiones (148):

1.- Los derivados del 4cido 6-amino-penicildnico (6 A.P.A.)
- Penamas o penicilinas
- Penemas
- Carbapenemas
- Clavamas

2.- Los que derivan del dcido 7-amino-cefalospordnico (7 A.C.A.).
- Cefalosporinas
- Cefamicinas
- Oxacefemas

Los subgrupos que contienen un mayor mimero de sustancias son los penemas y las
cefalosporinas, grupo este iiltimo con varias generaciones de moléculas modificadas para dar
mayor resistencia a 8-lactamasas y mds poder bactericida (148).

Los carbapenemas difieren del nicleo de los penamas en que tienen un carbono
reemplazando un sulfuro en la posicién 1 y un doble enlace entre los carbones 2 y 3 del anillo
tiazolidfnico. Las dos primeras sustancias de este grupo (dcido olivdnico y tienamicina) fueron
descubiertas casi al mismo tiempo en la mitad de los afios 70 a partir de un programa de
bisqueda de nuevas sustancias inhibidoras de la pared celular en el género Streptomyces
(148). Desde ese momento, otras sustancias fueron descubiertas o parcialmente sintetizadas,
como epitienamicina A, las carpetimicinas, asparenomicinas, pluracidomicina A o el SQ
27860, aislado de Serratia spp. y Erwinia spp.. Sin embargo, estas sustancias no se han
utilizado en la clinica ain teniendo en cuenta su estabilidad frente a 8-lactamasas y poder
bactericida ya que eran bastante inestables quimicamente. Solamente un derivado de la



Introduccién 10

tienamicina, el N-formidoil-tienamicina (imipenem) ha probado una estabilidad y capacidad
bactericida suficiente como para ser utilizado clinicamente.

El mecanismo de accién de estos antimicrobianos estd bastante estudiado, asf como
el del resto de B-lactdimicos. Su objetivo es la unién a protefnas fijadoras de penicilinas
(PBPs), que se encuentran en la membrana citoplasmética de la célula (24). La accién
bactericida de los B-lactdmicos incluye (148):

1.- Penetracién a través de la membrana externa y del peptidoglicano por poros OmpF
y OmpC en el caso de las bacterias Gram-negativas, ya que la membrana externa actia como
una barrera hidréfoba, impidiendo el paso de sustancia hidrofilicas. Imipenem atraviesa bien
esos canales porque contiene una carga positiva y una negativa, y porque su estructura es
compacta. En el caso de P. geruginosa los poros se atraviesan mejor, ya que sus canales
poseen un digmetro mayor al del resto de enterobacterias. En el caso de Gram-positivos, la
penetracion en el espacio peripldsmico es libre al no poseer membrana externa.

2.- Recorrido a través del espacio peripldsmico sin ser inactivadas por las 8-
lactamasas, enzimas identificadas en la mayor parte de las especies bacterianas y que
hidrolizan el anillo 8-lactdmico.

3.- Fijacién sobre el lugar de accién (las PBPs). Estos polipéptidos (de 40.000 a
120.000 daltons) son enzimas transpeptidasas y carboxipeptidasas que realizan su funcién en
la sintesis de peptidoglicano. Esta fijacién se debe a la analogfa estructural de los B-lactdmicos
con el dipéptido de alanina. El nimero de PBPs estd en funcién de las especies, variando de
6 a 8 para las enterobacterias, y de 4-5 para los Gram-positivos. Cada compuesto tiene una
afinidad por una PBP distinta, observdndose segiin ello unos efectos distintos en la célula. Se
han observado tres efectos morfolégicos distintos segin la unién del anﬁmicrol;iﬁno a las
distintas PBPs: formaci6n de filamentos, esferoplastos con lisis rdpida y forma's' globosas.
En el caso de imipenem, las PBPs afectadas son las PBP-2, 1a y 1b, asi como la 4 y §5,
observdndose formas esféricas o esferoplastos. Las PBP 1a y 1b tiene como consecuencia la
formacién de esferoplastos con lisis rdpida y 1a PBP 3 la produccién de filamentos.

4.- Lisis bacteriana: la unidén a las PBPs origina una detencién en el crecimiento por
la inhibicién de la sintesis de peptidoglicano. Sin embargo, los B-lactdmicos también tienen
una accién bactericida, producida por la liberacién de autolisinas (mureina hidrolasas) que
eran inhibidas por la accién de 4cidos lipoteicoicos. La liberacién de estos dcidos conduce a
la lisis del peptidoglucano por parte del sistema autolftico, con la subsiguiente explosién
celular.
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Las resistencias de importancia clinica en el grupo de los B-lactdmicos en general
y en el de los carbapenemas en particular se suelen encontrar en los distintos niveles de
accién de estos antimicrobianos (124, 148):

1.- Alteracién de la permeabilidad de la membrana externa en Gram-negativos. Los
poros OmpF y OmpC pueden estar alterados en su didmetro e impedir el paso de las
moléculas. El poro OmpF tiene mayor didmetro que OmpC, y su mutante es menos resistente
a la penetracién de las moléculas. Puede haber resistencias cruzadas con aminoglicésidos y
dcido nalidixico, que también utilizan estos poros para su penetracién. También puede
disminuir e nimero de poros en la célula. En imipenem se ha observado hasta un 25% de
resistencias frente a P. aeruginosa debido a cambios de permeabilidad.

2.- Resistencia por 8-lactamasas: puede ser de dos tipos: de resistencia hidrolitica o
no hidrolitica. La primera es la mds importante y depende de muchos factores, como la
cantidad de enzima sintetizada, afinidad por el antimicrobiano y tipo de enzima. Las 8-
lactamasas pueden ejercer su accién dentro del espacio peripldsmico (enterobacterias y
Pseudomonas) o en el exterior de la pared (como en Staphylococcus). Se han descrito y
estudiado muchas B-lactamasas en muchas especies, y su origen puede ser plasmidico o
cromosémico. Las mds importantes se detallan en la figura 2. Imipenem es estable frente a
las penicilinasas de S. aureus, E. coli y otras enterobacterias (TEM-1, TEM-2 y otras), y
presenta moderada estabilidad frente a las derivadas de TEM-2 y SHV-1 activas frente a
aztreonam y cefalosporinas de tercera generacién. La resistencia no hidrolitica se ha
observado sobre todo en cefalosporinas, aunque imipenem se ha mostrado como inductor de
B-lactamasas de la clase I de Sykes (cromosémicas), pero no modifica su actividad in vitro
o in vivo. Una enzima de B. fragilis (una zinc metaloenzima) si es capaz de inactivar a
imipenem, asi como otras de Aeromonas hydrophilia.

3.- Alteraci6n de las PBPs por mutaciones: se han observado mutaciones que alteran
las PBP, disminuyendo la afinidad de los B-lactdmicos a estas proteinas. Normalmente se
modifican las PBPs esenciales, como la 1, 2 y 3. Han aparecido tanto en enterobacterias
como en Staphylococcus.

4.- Tolerancia bacteriana: se ha observado para algunos B-lactdmicos y se produce por
un aumento de la CMB aunque la CMI permanece constante. Puede ser debido a un déficit
de mureina hidrolasa por mutaciébn o persistencia del represor, faltando entonces el
mecanismo bacteriolitico.
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B-LACTAMASAS
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Figura 2. B-lactamasas de Gram-positivos y Gram-negativos.

El espectro de accién de los carbapenemas se refieren solamente a imipenem, el tinico
comercializado y probado clinicamente. Es activo frente a bajas concentraciones (0,1-8 mg/I)
a casi todos los Gram-positivos, Gram-negativos (incluyendo P. aeruginosa), anaerobios
(sobre todo B. fragilis), micobacterias (199) y Nocardia spp.. Solo P. maltophilia,
Enterococcus faecium, algunas cepas de S. aureus y estafilococos coagulasa-negativos

resistentes a meticilina, P. cepacia y corynebacterias son generalmente resistentes a imipenem
(24).

Caracteristicas farmacocinéticas: imipenem no se absorbe por via oral, ya que se
destruye en el estémago. Tras una infusién lenta (20-25 min.) de 500 mg I.V., los niveles
séricos oscilan entre 20-60 mg/1. Si la infusién es de 1000 mg, los niveles pueden llegar hasta
52-67 mg/l, siendo 6 horas m4s tarde de 0,8-1,3 mg/l. Se distribuye ampliamente por todos
los érganos con un buen volumen de distribucién: 0,23 I/kg. La unidn a proteinas ¢s sélo
del 20%. La vida media es de 1-1,3 horas en funcién de la dosis (24).

La eliminacién es mayoritariamente renal (75%), siendo el 25% restante por
mecanismos extrarrenales, presumiblemente por via metabdlica. La excrecién renal se
produce por filtracién glomerular (dos tercios) y el resto por secrecién tubular activa. En los
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primeros estudios con tienamicina se encontré que sélo una pequefia dosis del agente que se
encontraba en orina se encontraba en forma activa. Tras varios estudios se descubrié que
habia una enzima en el tibulo renal proximal, la Dihidropeptidasa I (una metaloenzima), que
hidrolizaba el antibidtico. La coadministracién de cilastatina en proporciéon 1:1 con
imipenem, permite recuperar hasta un 70% de la dosis en forma de antibigtico activo y eleva
ligeramente los niveles plasmdticos (24).

Los efectos téxicos graves son infrecuentes. En el 5-10% de los pacientes tratados se
han comunicado efectos indeseables poco importantes, como trastornos gastrointestinales
(nduseas, vémitos y diarreas), reacciones locales (flebitis) y reacciones alérgicas (exantema,
leucopenia y eosinofilia). Puede haber una elevacién transitoria de las transaminasas o
alteraciones en el tiempo de protrombina. No se han descrito efectos nefrot6xicos, ya que la
inhibicién de cilastatina de la Dihidropeptidasa I impide la acumulacién de productos téxicos
en el tibulo proximal (24). :

Indicaciones: se utiliza en infecciones graves en las que no se conoce aun el agente
causal. También en infecciones mixtas como sepsis de origen intraabdominal o ginecoldgico,
septicemia o infecciones en las que han fracasado previamente antibifticos de amplio
espectro. La administracién es por via intramuscular o intravenosa, con un mdximo de 4 g
diarios, reduciéndose en un 50% la dosis en pacientes con insuficiencia renal severa (24).

1,2.1, Meropenem

Estructura quimica: meropenem ((4R,5S,6S)-3-[(35,58)-5-dimetilcarbamoilpirrolidin-
3-il-tio]-6-[(1R)-1-hidroxietil]-4-metil-7-0x0-1-azabiciclo-[3.2.0]hepta-ene-2-4c. carboxilico)
es un nuevo carbapenem semisintético no comercializado similar a imipenem (figura 3). El
grupo dimetilcarbamoilpirrolidinetio del carbono 2 parece ser el responsable de la gran
actividad frente a P. aeruginosa y otras bacterias Gram-negativas (148). El grupo metil del
carbono 1 ha sido asociado a la resistencia a la hidrolizacién frente a las dehidropeptidasas.

Mecanismo de accién: al igual que imipenem y los demds B-lactimicos actia
uniéndose a las PBPs e inhibiendo su actividad en la formacién de componentes vitales para
la formacion de la pared bacteriana (24, 148). Meropenem ha demostrado una buena afinidad
por las PBPs 2 y 3 de P. aeruginosa, la PBP 2 de E. coli (aunque también se une a la la, 1b
y3)yylas 1, 2 y4desS. aureus (108, 148).
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NH

+ 3H20

Figura 3.- Estructura quimica de meropenem.

Actividad antibacteriana: casi todos los patégenos Gram-positivos y Gram-negativos
aerobios y anaerobios son susceptibles a la accién de meropenem; las enterobacterias, P.
aeruginosa, estafilococos meticilin-sensibles, H. influenzae, Neisseria spp, B. catarralis,
Bacillus spp., L. monocytogenes y casi todos los anaerobios tienen CMIs iguales o inferiores
a 4 mg/l. Solamente los enterococos, estafilococos meticilin-resistentes, Flavobacterium spp.
P. maltophilia y P. cepacia tienen elevadas CMIs (108, 148).

Estabilidad frente a 8-lactamasas: meropenem se mostr6 estable frente a la mayor
parte de las B-lactamasas tanto de microorganismos Gram-positivos como de Gram-negativos.
Solamente fue inestable frente a la cefalosporinasa de P. maltophilia y la de P. cepacia,
siendo resistente a la B-lactamasa de S§. aureus, a enzimas plasmidicas (incluidas TEM-3 y
TEM-5) o cromosémicas de Gram-negativos y la cefalosporinasa de B. fragilis. Es inductor
de B-lactamasas cromosémicas de la clase I, pero menos que imipenem, no afectando a su
actividad (108, 148). -

Estabilidad frente a la resistencia intrinseca en P. aeruginosa: esta resistencia
parece estar determinada por cambios en la permeabilidad de la pared bacteriana. Meropenem
parece ser mds estable a esta resistencia que imipenem y ceftazidima. Cuando la CMI de
carbenicilina es alta (> 128 mg/l), indicando cepas de alta resistencia, meropenem
increment6 su inestabilidad por encima de imipenem (124).

Farmacocinética: tras una dosis de 1000 g. via 1. V., la concentracién méxima (50-55
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mg/1) se alcanza en aproximadamente 0,5 h.. La distribucién en estado estacionario por los
tejidos es buena, siendo el volumen de distribucién de aproximadamente 19 1. La vida media
es alrededor de 1 h., tanto para dosis de 1000 mg. como para 500 o 250 mg. (12). La unidn
a protefnas es mds baja que para imipenem, con un 13% frente al 22% respectivamente
(108). La eliminacién es principalmente renal por secrecién tubular, recuperdndose hasta el
70% de la dosis; un 20% se recupera en forma metabolizada (ICI 231.689). La recuperacién
del antimicrobiano activo en orina es alta, de un 79 + 2%, equiparable a la obtenida
normalmente por imipenem cuando se administra con cilastatina. Esto indica que meropenem
es estable frente a la dihidropeptidasa I renal, no necesitando una coadminstracién de un
inhibidor de esta enzima (12).
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2. FARMACODINAMICA DE LOS IMICROBIANO

La farmacodindmica trata de la actividad de un antimicrobiano en el curso del tiempo
y de los mecanismos de accién y otros efectos de estas sustancias en las bacterias (figura 4).
Los pardmetros farmacodindmicos estdn teniendo cada vez mds importancia en el diseiio de
nuevos regimenes de dosificacién (110, 117, 134). Hasta hace pocos afos, la dosificacién de
los antimicrobianos se basaba en simples parémetro's farmacocinéticos, y las dosis se
administraban para mantener el mayor tiempo posible los niveles del antimicrobiano por
encima de la concentracién déptima e impedir que los microorganismos recuperaran el
crecimiento (39, 68, 75, 88, 92, 98, 184).

HUESPED

RESISTENCIA

ﬁ.
MICROORGANISMO] | ANTIMICROBIANO

FARMACODINAMICA

Figura 4.- Interacciones Huésped-antimicrobiano-parésito.

Una motivacién para introducir los pardimetros farmacodindmicos en el estudio de la
dosificacién de antimicrobianos ha sido la de reducir costes sin reducir la eficacia de estos
agentes. Por otro lado, algunas infecciones en pacientes con insuficiencia renal severa podrian
ser tratadas si las dosis tuvieran la misma actividad aunque fueran mds bajas (39).

El estudio estandarizado de estos pardmetros farmacodindmicos ha comenzado hace
poco tiempo, aunque las primeras observaciones se hicieron hace muchos afios (20, 53, 54,
55, 162). Algunos de estos fendmenos se estudian de forma relacionada y sus implicaciones
y mecanismos de accién no se conocen en profundidad.
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2.1, EFECTO POSTA JOTICO

Al mismo tiempo que las primeras sustancias antimicrobianas empezaban a aplicarse
en la terapéutica y en estudios en laboratorio, algunos investigadores ya notaron que existfa
un visible retraso en el crecimiento de microorganismos que habfan sido expuestos a
antibiéticos durante cortos espacios de tiempo. Asf, Bigger (20) hacia 1944, lo relata en
pruebas con Staphylococcus y Streptococcus y penicilina G. A partir de entonces, otros
autores como Parker y cols. (162), estudiaron este efecto y lo demostraron con el mismo
antibidtico (penicilina G) y Staphylococcus, tras una exposicidn de 5-30 minutos.

Tras este descubrimiento, Eagle y cols. (20) hicieron un estudio tanto "in vitro" como
"in vivo", utilizando también otros cocos Gram-positivos, pero no consiguieron determinar
las concentraciones de antimicrobiano en suero. Otros modelos "in vivo" fueron utilizados
por otros autores, aunque la sensibilidad del método no parece estar muy demostrada.

No fue hasta los afios 70 cuando estas observaciones y estudios preliminares fueron
aplicados a otros antimicrobianos y bacilos Gram-negativos (74, 142, 143, 196, 200). Ha sido
entonces cuando ha empezado a haber una estandarizacién de las técnicas hasta entonces
empleadas tanto "in vitro” como "in vivo", y a definirse de una forma aceptable para todos
el verdadero significado de este efecto, que se denomind como efecto postantibidtico (EPA).

Aungue en los dltimos afios se ha avanzado mucho en el estudio de este fenémeno,
es mucho el trabajo que queda por hacer en cuanto a la comprensién de este efecto, asi como
a una mayor estandarizacién de las técnicas y una aplicacién de los resultados en la terapéu-
tica antimicrobiana (5, 14, 28, 89, 90, 91, 92).

2.1.1. Definicién del EPA

Mc Donald (143) definié el EPA como la supresién de crecimiento bacteriano que
persiste tras una limitada exposicién de los microorganismos a un antimicrobiano. Es tal vez
la definicién mds aceptada, ya que enfatiza el hecho de que no se debe a la accién de
antimicrobiano residual, sino a una previa exposicién a este.

2.1.2, Mecanismo del EPA

Conocer los mecanismos por los que los antimicrobianos inducen EPA en los
microorganismos es una dificil tarea, ya que las diferencias en la duracién de este efecto en
las distintas combinaciones antimicrobiano-microorganismo sugieren que deben existir varios
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mecanismos implicados. La explicacién més generalizada y razonable apunta a que los dafios
no letales producidos por los antimicrobianos producen un retraso en el crecimiento normal
de la bacteria. Los aminoglicésidos, por ejemplo, se unen al ribosoma impidiendo la sintesis
de proteinas, de manera que los largos EPA que producen tanto "in vitro" como "in vivo"
representarfa el tiempo necesario para la sintesis de nuevos ribosomas, o la disociacién del
antimicrobiano de su objetivo (39, 134). En los macrélidos, con el mismo objetivo celular
que los aminoglic6sidos, tendrfan un mecanismo parecido, aunque algunos estudios parecen
demostrar que es otro (39, 78, 134). En las quinolonas, que inhiben a la ADN-girasa, el EPA
representarfa el tiempo necesario para la disociacién del antimicrobiano del complejo ADN-
girasa, y la reparacién del ADN.

En el caso de los B-lactimicos, no se ha encontrado EPA significativo frente a Gram-
negativos. Como estos antimicrobianos se unen a protefnas fijadoras de penicilinas (PBPs) que
actdan en la sintesis de peptidoglicano, una posible explicacién es que el EPA es €l tiempo
requerido por la célula para sintetizar de nuevo estas proteinas o el necesario para la
disociacién del complejo PBP-antimicrobiano (39).-Cada B-lactimico tiene una o varias PBPs
especificas donde actuar en cada especie bacteriana, con lo que el EPA variaria con cada
combinacién de antimicrobiano-microorganismo. La falta de EPA de los Gram-negativos en
la mayorfa de los -lactdmicos serfa debida a un rdpida disociacién de estas moléculas de las
PBPs a que estan unidas.

Sin embargo, los carbapenemas si parecen presentar un EPA significativo frente a
Gram-negativos (5, 28, 39, 137). Se podria explicar por la gran afinidad a las PBPs y rdpida
difusidon por el espacio peripldsmico (134). Otra explicacién puede ser la de que se une
preferencialmente a la PBP-2, a diferencia de los otros 8-lactdmicos (39, 61). Sin embargo
se ha demostrado con mutantes de E. coli que el EPA era el mismo cuando la PBP-2 era
inactivada térmicamente (136), Otras familias de antimicrobianos no han sido estudiadas o
Su mecanismo no se conoce muy bien.

2.1 rminacién del EPA "in vitro"

Se han utilizado una gran variedad de técnicas para el cdlculo del EPA "in vitro", pero
casi todas ellas se basan en los mismos pasos: cuantificar el crecimiento tras la eliminacién
del antimicrobiano. Para este segundo proceso, se han utilizado principalmente cuatro
métodos (39):

- Lavado del antimicrobiano: se realiza mediante la centrifugacién de los
caldos de cultive a unas 1200 x g durante unos 5-10 minutos, eliminando luego el
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sobrenadante y resuspendiendo el sedimento en medio fresco (25, 142, 143). La
mayorfa de los investigadores realizan al menos dos centrifugaciones para asegurar
una total supresién del antimicrobiano. La mayor desventaja de este método es que
las bacterias pueden mostrar un retraso en el crecimiento (89) debido a efectos
mecdnicos de la centrifugacién. '

- Inactivacion del antimicrobiano por medio de enzimas: es un método mds
simple y rdpido que los otros dos, pero con el inconveniente de que es casi exclusivo
de los B-lactimicos (20, 53, 54, 55), ya que no se disponen de enzimas
comercializadas que inactiven otros antimicrobianos o no son muy eficaces.

- Dilucién del cultivo: este método es bastante simple, y consiste en diluir un
el cultivo con los microorganismos y el antimicrobiano en medio fresco (39, 146). La
dilucién depende de la concentracién de antimicrobiano, utilizdndose 10 si es mayor
que la CMI (18). El inéculo inicial debe ser de al menos 10°-10° UFC/ml para que
pueda cuantificarse posteriormente su crecimiento. Se puede aplicar a cualquier
antimicrobiano, aunque se corre el riesgo de no poder detectar crecimiento si éste
tiene un poder bactericida muy grande.

- Exposicién de microorganismos en un filtro ¢ membrana: las bacterias en
esta membrana se colocan en una placa que contiene agar con antimicrobiano, que
difunde por la membrana (131). El lavado se produce por repetidas transferencias a
placas con agar sin antimicrobiano. Las ventajas son que los microorganismos sufren
menos daiio al no haber tantos efectos mecanicos (cambios osméticos, etc.), pero tiene
el inconveniente de ser mds incémodo y trabajoso que el de dilucidn o inactivacién
por enzimas.

Se han desarrollado otros modelos "in vitro" que simulan las concentraciones
fisiolgicas del antimicrobiano, aunque poseen el problema de no poder separar el EPA de
los efectos de las concentraciones subinhibitorias del antimicrobiano.

- Modelos de dilucién repetida: consiste bdsicamente en realizar continuas
diluciones de un frasco de cultivo con antibiético, afiadiendo un volumen de medio
fresco igual al extrafido (77). El mayor problema es que se diluyen los
microorganismos junto con el antibidtico.

- Modelos de didlisis: se establece una didlisis entre un sistema cerrado que
contiene el microorganismo y que estd separado de otro, que contiene medio fresco,
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por una membrana semipermeable (21, 191). El antimicrobiano puede afiadirse a un
sistema u otro, segin el modelo de absorcién IV o IM. La ventaja sobre el método
anterior es que no se diluyen los microorganismos.

La mayorfa de estos métodos utilizan el recuento de UFC/ml para seguir la cinética
de crecimiento, por lo que en un principio se estimé el periodo de EPA como un periodo
estacionario de crecimiento que se traducia en un intervalo llano de la curva frente al tiempo
(53, 54, 55, 162). Sin embargo, han aparecido otros métodos de seguimiento de la curva de
crecimiento como la medicién de cambios en la conductancia eléctrica (5, 82), cambios
en la concentracién intracelular de ATP (94, 111), espectrofotometria (15, 169), recuento
electrénico de particulas (151) o cambios en la morfologia (131). Algunos métodos han
dado EPA mds largos que el recuento en placa, pero en general tienen buena correlacién.

En un intento de estandarizar un método para poder comparar resultados entre varias
metodologias, se utiliza la férmula EPA = T - C (39, 143), en la cual T representa el tiempo
necesario para los microorganismos expuestos a antimicrobiano en incrementar 1 Log,, su
concentracién en el momento del lavado o dilucién, mientras que C es el tiempo requerido
por los microorganismos control para incrementar también su concentracién en 1 Log,, a
partir del mismo tiempo. La razén de utilizar 1 Log,, se debe a que en la mayorfa de los
microorganismos, suele ser el momento en el que se recobra el crecimiento normal.

Muchos agentes antimicrobianos, por ejemplo B-lactimicos y fluorquinolonas, alteran
la morfologia bacteriana e inducen filamentacién en bacilos Gram-negativos (39, 132). Los
filamentos son células que contienen varios genomas dentro de un citoplasma comiin (129)
y, cuando se determinan cinéticas de crecimiento, se asume que una bacteria corresponde con
una UFC, cuando en realidad cada colonia corresponde a un filamento. Este recuento de UFC
por filamento puede conducir a una sobreestimacién del efecto postantibidtico en ciertos
antimicrobianos. Lorian (131) define el EPA como el perfodo de tiempo que comprende desde
el estado de inactivacién enzimdtica del microorganismo a partir de eliminacién del
antibidtico, hasta el momento en que las enzimas recuperan su funcionalidad. Segin este autor
la morfologfa bacteriana refleja las variaciones en la actividad de esas enzimas, y define el
EPA morfolégico como el tiempo necesario para que una poblacién de filamentos Gram-
negativos alcance la proporcién de un 10% de filamentos y un 90% de bacilos, lo cual
indicaria el final del EPA.

2.1.4, Modelos experimentales en el estudio del EPA "in vivo"

Aunque son muchos los datos que se pueden encontrar sobre EPA "in vitro", no
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encontramos muy ficilmente casos de estudios "in vivo". En teoria, se podria evaluar este
efecto en cualquier tejido o fluido corporal en el que fuera posible un recuento de UFC y una
medicién de la concentracién de antimicrobiano. De todas formas, los estudios "in vivo"
deben ser analizados cuidadosamente para tener en cuenta todos los factores que pueden tener
relacidn con los resultados obtenidos (10, 13, 36, 63, 107, 206, 207, 208).

Desde los primeros estudios que se realizaron, sélo cinco modelos animales han sido
usados para cuantificar este efecto (39):

-Modelo de infeccién en muslo de ratén: es tal vez el mds utilizado. Ya

Eagle y cols. (55) lo emplearon para ver el efecto de la penicilina G sobre los
estreptococos "in vivo". Otros investigadores lo utilizaron también con nuevas
penicilinas sobre Gram-negativos. '

Estos experimentos se realizaban sobre ratones inmunoldgicamente sanos, hasta
que Vogelman, Craig y cols. (89, 90, 198) lo modificaron inmunodeprimiendo a los
ratones, con lo que el efecto del sistema inmune quedaba anulado.

Este modelo tiene muchas ventajas (147); primero es relativamente barato, el
sistema inmune no interfiere, el muslo del ratén puede extraerse fdcilmente, y
cuantificar el nimero de UFC en el homogenizado no presenta dificultades. El tinico
problema que se presenté en un principio fue el de conocer la concentracién de
antimicrobiano en el muslo, para posteriormente cuantificar el EPA. Ryan y Cars (88)
demostraron mediante la implantacién de piezas de algodén en el miisculo, que los
niveles de varios B-lactdmicos en el liquido intersticial eran aproximadamente los
mismos que en el suero, con un pequefio retraso (11, 35, 37, 59, 116, 139). Para
asegurarse de que posibles niveles residuales de antimicrobiano tuvieran actividad,
Vogelman y Gudmundsson (198) reinfectaron a los ratones tratados con
microorganismos en fase exponencial, viendo que crecfan normalmente.

- Modelo de meningitis en conejos: autores como Sande y cols. (179, 190),

utilizaron este modelo puesto en préctica por ellos para estudiar el efecto de una sola
dosis de ampicilina sobre S. pneumoniae. Este modelo tiene algunas ventajas sobre el
anterior, como que la concentracién de antimicrobiano puede hallarse facilmente en
el sitio de infeccion, o que el EPA puede determinarse para cada animal separado. Sin
embargo, cuando en posteriores estudios se inyecté penicilinasa en el liquido
cerebroespinal, los microorganismos crecieron normalmente, lo que demostraba que
los niveles sub-CMI eran activos. La falta de EPA con penicilina G y neumococo en
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este modelo es consistente con los datos encontrados en el modelo anterior.

- Modelo de endocarditis en ratas: en este modelo, utilizado también por

varios autores (52, 101, 102, 103, 110), se produce una endocarditis en las vdlvulas
adrtica o triciispide mediante la introduccién de un catéter en la arteria carétida o vena
yugular, por el que se inocula 24 horas después 10’ UFC del microorganismo que se
vaya a utilizar. El 100% de las ratas desarrollan endocarditis en pocas horas. Un dfa
mds tarde, se administra el antimicrobiano por via intramuscular, y posteriormente se
determinan el nimero de UFC y concentracién de antimicrobiano en las vegetaciones
producidas en las vdlvulas mediante técnicas estdndar (bioensayo, RIA). La principal
desventaja de este modelo es su laboriosidad y que no es demasiado barato como para
hacer los estudios extensivos a muchos antimicrobianos.

Otros modelos han utilizado bacterias pretratadas "in vitro” que luego son inoculadas

o expuestas "in vivo", como:

- Modelo de cdmaras en conejos: este modelo es tal vez el menos utilizado

de todos (31, 118, 153, 154), aunque no es mds complicado que el anterior. Se
utilizan unas cdmaras de acero en forma de red (llamadas TCF o Tissue Cage Fluid)
que contienen unos 4 ml de un buffer, y que son implantadas cuatro semanas antes del
experimento en la espalda de conejos sanos. En estas cuatro semanas, las cimaras se
rodean de tejido conectivo y se establece un equilibrio entre los liquidos intersticiales
y de la cdmara. En el dia del experimento se introducen en las cdmaras 0,4 mil de
suspensién con microorganismos que previamente han sido expuestos a la accién de
antimicrobiano "in vitro". Cada tiempo de-muestra se extrac una parte del liquido y
se hallan las UFC y concentracién del antimicrobiano, determinando la duracién del
EPA. En realidad, es una determinacién del EPA "ex-in vivo", y lo que podemos
observar es el efecto de las defensas del huésped frente al microorganismo, ya que los
animales son inmunoldgicamente sanos y nosotros medimos las diferencias con
microorganismos en fase normal de crecimiento.

- Modelo de piezas de algodén en ratones: Renneberg y Walder (167, 168,

174) han puesto a punto este modelo que junto con el de infeccién en muslo son
probablemente los mejor estandarizados. Se implantan subcutineamente piezas de
algodén empapadas de una solucién con bacterias en la espalda de ratones normales,
administrindose dos horas mds tarde el antibiético V.I. Posee grandes ventajas:
extrayendo las piezas puede determinarse la concentracién de antibiético en el sitio de
infeccioén, posibilidad de controlar la accién de las concentraciones subinhibitorias por
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intercambio de dichas piezas con los de ratones sin tratar, y por iltimo que permite
trabajar con diferentes bacterias a la vez.

El recuento bacteriano se realiza como en "in vitro", por dilucién y siembra en placa
de agar, en este caso de homogeneizados de los tejidos o fluidos infectados. Posteriormente
se realizan curvas de crecimiento en los animales controles y tratados en log;, UFC/muslo,
ml o vegetacién, segin la técnica, respecto al tiempo (en horas), y sobre ellas se calcula el
EPA. Actualmente existen dos férmulas para la cuantificacién del EPA que difieren
ligeramente entre si: ‘

A) Una desarrollada por Vogelman y cols. (198).
EPA=T-C-M

donde M representa el tiempo en que los niveles de antimicrobiano en suero exceden
la CMLI, T es el tiempo requerido para que el nimero de UFC en los animales tratados
incremente 1 log a partir del tiempo M, y C es el tiempo para que €l nimero de UFC
en los animales control incremente 1 log a partir del momento en que se administra
el antimicrobiano.

B} y otra empleada por Renneberg y Walder (168).
EPA=T-C

donde T es el tiempo requerido para que el mimero de UFC en los animales tratados
incremente 1 log a partir del tiempo en que los niveles de antimicrobiano descienden
de la CMI (factor M en la férmula de Vogelman), y C es el tiempo requerido para
que el niimero de UFC en animales control incremente 1 log a partir del momento en
que se administra el antibiético.

Es probable que en la primera férmula se produzca una subestimacién del efecto
postantibiético, ya que el tiempo que los niveles de antimicrobiano estin sobre la CMI es

considerado dos veces: una en el término T, y otra en M. El valor de EPA es mayor que en
fa segunda ecuacidén que en ia primera.

2.1.5, Factores que afectan al EPA

Son muchos los factores pertenecientes al microorganismo, antimicrobiano y técnica
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utilizada que pueden afectar la duracién del EPA tanto "in vitro" como "in vivo". Algunos
estan bien establecidos, como la concentracion y clase de antimicrobiano o la duracién de la
exposicién. Otros estdn por investigar, como tamafio del in6culo, pH, agitacién, eic. A
continuacién se enumeran algunos de ellos:

- Tipo de antimicrobiano y microorganismo: este efecto se puede encontrar
en casi todos los microorganismos y antimicrobianos, aunque hay diferencias
apreciables entre ellos. Muchos estudios (39, 88, 89) parecen demostrar que los
Gram-positivos (S. aureus sobre todo) exhiben EPA con casi todos los
antimicrobianos, si bien los B-lactdmicos lo inducen en menor cuantia que los
inhibidores de la sintesis de proteinas (aminoglicgsidos). En contraste con estos datos,
los observados con bacilos Gram-negativos demuestran que los B-lactdmicos no
inducen EPA sobre cepas estdndar como E. coli o P. aeruginosa, aunque si lo
producen con casi todos los demds antimicrobianos, como macrélidos, quinolonas y
aminoglicdsidos. Con los anaerobios ocurre algo parecido a los bacilos Gram-
negativos, aunque los datos obtenidos son menos numerosos.

- Concentracién de antimicrobiano: en el caso de los B-lactdmicos, los datos
obtenidos parecen indicar que s6lo se produce un apreciable EPA cuando las
concentraciones ensayadas son de 8-32 veces la CMI, sobre todo con Gram-negativos
(39). Con los demds antimicrobianos, el EPA parece ser proporcional a Ia
concentracién, aunque hay otros pardmetros que también influyen (nivel madximo en
suero, dosis total, etc...).

- Duracién de la exposicién: al igual que la concentracién, la duracién de la
exposicién también aumenta la duracién del EPA en B-lactdmicos, aunque se corre el
riesgo de que no podamos luego determinar la concentracién por una muerte masiva.
Otros antimicrobianos, como los aminoglicésidos parecen depender de otros
parimetros como el 4rea bajo la curva de concentracién, o dosis total administrada
(39).

- Efecto del tamaiio del indculo: sélo se ha examinado este efecto con S,
aureus. Eagle y cols. (54) observaron que frente a altas concentraciones de
microorganismos, la penicilina G no inducfa EPA sobre S§. qureus. También se ha
observado este efecto con eritromicina sobre la misma cepa.

- Fase de crecimiento del microorganismo: en estudios tanto con penicilina
y S. aureus como con gentamicina y P, aeruginosa (39), revelan una duracién similar
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con microorganismos tanto en fase de crecimiento como en periodo estacionario.
Normalmente se utilizan en todas las técnicas bacterias en fase logaritmica de
crecimiento, aungue no todos los antimicrobianos son activos en esta fase de
crecimiento (60).

- Agitacién: tampoco parece haber diferencias entre el uso de agitacion
mecdnica en la determinacién del EPA “in vitro", aunque ha habido algin caso en el
que se han encontrado diferencias, como ampicilina frente a E. coli, donde la
agitacion disminuyé el EPA de 1.4 a -0.6 horas (39, 119).

- Tipo de medio y pH: se ha dado algtin caso en el que el medio ha afectado
la duracién del EPA; por ejemplo, Bundtzen (25) examind el efecto de suero humano,
encontrando que habia una significativa reduccién cuando E. coli se exponfa a
tetraciclina o rifampicina con o sin suero al 90%. Més tarde se demostré que también
la CMI aumentaba, con lo que la relacién CMI-dosis no habia variado. El pH parece
influir en algunas familias de antimicrobianos mds que en otras; en quinolonas y
aminoglicésidos, el pH ligeramente 4cido (5,5) redujo el EPA en algunos
experimentos en nuestro laboratorio. También en levaduras €l pH §,3 aumenté el EPA
en estudios de otros autores (101).

2.1.6. Efectos asociados
Se encuentran principalmente dos efectos relacionados con el EPA. Estos son:

- Mayor susceptibilidad a la accién de leucocitos (PALE); Mc.Donald y Pruul (144)
y luego otros investigadores (47, 126) demostraron que las bacterias expuestas durante corto
espacio de tiempo a ciertos antimicrobianos (en fase de EPA), eran mds susceptibles a la
actividad fagocitaria de los leucocitos. En general los Gram-negativos mostraron mis PALE
con inhibidores de las proteinas que con los B-lactdmicos. Craig y Gerber (38) demostraron
este efecto también "in vivo", al observar que bacterias en fase de EPA inyectadas en muslos
de ratones eran eliminadas antes que bacterias en fase de crecimiento.

- Disminucién de la actividad bactericida durante el EPA: algunos antimicrobianos
estudiados parecen demostrar que la actividad de estos sobre bacterias en fase de EPA estd
disminuida (195). Segiin estos estudios, €l grado de inhibicién parece ser dependiente del
microorganismo (mds en bacilos Gram-negativos que en cocos Gram-positivos) y del
antimicrobiano (B-lactdimicos y trimetoprim mds que aminoglicdsidos). De todas formas se
necesitan mds datos tanto de experimentos "in vitro" como "in vivo" que demuestren mds
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eficazmente este efecto en los antimicrobianos estudiados.

2.1.7, Aplicacién clinica

La aplicacién mds clara del EPA y de sus efectos asociados es en los protocolos de
dosificacién de los antimicrobianos de uso comiin. Asf, antimicrobianos que induzcan un EPA
prolongado frente a un microorganismo, podrin administrarse de forma intermitente sin
miedo a perder eficacia, lo que tendria un menor costo. En el caso de pacientes con riesgo
de alta toxicidad, este hecho permitiria rebajar 1a dosis sin perder eficacia (39). Para verificar
esta aplicacidn, se han estudiado algunos antimicrobianos con prolongado EPA con el modelo
de infeccién en muslo de ratén (38, 197), comparando protocolos de dosificacién continuos
o intermitentes mediante la disminucién de UFC. Los resultados de los dos modelos de
administracién con antimicrobianos que inducen EPA prolongado (gentamicina y eritromicina)
fueron iguales, mientras que con antimicrobianos sin EPA (8-lactdmicos) el régimen continuo
fue més eficaz.

El estudio de esta aplicacién clinica puede llegar cambiar la actual dosificacién de
algunos antimicrobianos muy utilizados, como los aminoglicésidos.

2.2. EFECTOS DE LAS CONCENTRACIONES SUBINHIBITORIAS

Otra serie de factores farmacodindmicos no relacionados de forma directa con el EPA
son los efectos de concentraciones subinhibitorias sobre las bacterias. Aunque estos
fenémenos estdn empezando ahora a estudiarse siguiendo una metodologia igual para todos
los investigadores, las primeras observaciones, al contrario que el EPA, no se realizaron hasta
los afios 70 (170, 171).

La importancia de estos efectos es de gran relevancia ya que concentraciones
residuales de antimicrobiano son siempre encontradas tras la administracién a los pacientes
de dosis terapéuticas. Si estas bajas cantidades de antibidticos tuvieran algiin efecto sobre las
bacterias y este pudiera ser cuantificado al igual que el EPA, la eficacia de los
antimicrobianos no se veria tan afectada en administraciones mds espaciadas de estos agentes.

Los efectos de las concentraciones sub-CMI incluyen desde cambios en la morfologia
y ultraestructura de las bacterias, hasta los producidos en la virulencia o fagocitosis de estas.
Algunos de estos fenémenos han sido mejor estudiados que otros, por lo que sus mecanismos
estdn mejor comprendidos. La mayorfa de estos trabajos de investigacién has sido llevados
a cabo "in vitro", aunque también ha habido algunos realizados "in vivo" que parecen
confirmar los datos obtenidos hasta ahora (160, 161).
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2.2,1. Efectos sobre la morfologia bacteriana

Los cambios en la morfologia de las bacterias se han estudiado tanto con microscopio
de luz como electrénico, ya que este segundo medio permite la observacién de alteraciones
en la ultraestructura de las células (129, 132). La Concentracién Minima de
Antimicrobiano (CMA, término definido por Lorian y cols.) (127, 132, 133) que produce
modificaciones en la estructura celular suele estar entre un tercio a un octavo de la CMI,
dependiendo del antimicrobiano, aunque en determinados combinaciones antimicrobiano-
bacteria se pueden encontrar CMA de 1/20 x CMI.

La mayorfa de los estudios se han llevado a cabo "in vitro", aunque los obtenidos "in
vivo" han corroborado significativamente estos datos. Los métodos utilizados "in vitro" se
pueden dividir en dos categorfas:

- estudios en medios liquidos: llevados a cabo en medios como caldo TSB o MH,
mediante la exposicién de microorganismos a concentraciones sub-CMI y posterior
observacién al microscopio.

- estudios sobre superficies sélidas o semisélidas: sobre placas de agar MH, bien sea
por crecimiento en su superficie y exposicién a discos de antimicrobiano, con la posterior
observacién de células de zonas con concentraciones subinhibitorias, o por colocacién de
membranas con microorganismos sobre placas de agar con concentraciones sub-CMI.

Estos tltimos métodos son los mds utilizados tanto por su simplicidad como por su
buena reproducibilidad. Ademds el crecimiento de microorganismos en fase sélida o
semisdlida como el agar reproduce mejor las condiciones que se pueden encontrar en una
infeccion "in vivo" (132).

Muchos grupos de antimicrobianos inducen cambios en la forma de las bacterias. Las
quinolonas inducen la formacién de filamentos en bacterias Gram-negativas (50, 130), aunque
el mecanismo de accidén no estd suficientemente estudiado. Algunos macrélidos parecen
inhibir la separacién de células en S. qureus, aunque los septos son de 2 a 3 veces mds finos
que con B-lactimicos (132). Sin embargo, el grupo mejor y mds estudiado es el de los B-
lactdmicos, que alteran de forma m4s significativa la forma de los microorganismos (22, 45,
95, 96, 97, 100). Su accién sobre la morfologfa de las bacterias es grande debido a su
mecanismo de accién. Producen filamentacién o formacién de esferoplastos en bacterias
Gram-negativas, segun sobre que PBP tenga mds afinidad el antimicrobiano:
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- PBPs 1a y 1b: esferoplastos con lisis celular rdpida.
- PBP 2. esferoplastos sin lisis celular.
- PBP 3: filamentos sin septo.

En las bacterias Gram-positivas, la morfologia méds cominmente encontrada es la de
formas anormalmente grandes con hasta 32 células que no se han separado, denominadas en
inglés "clusters". Tanto los "clusters” como los filamentos o esferoplastos se han observado
también "in vivo" (132).

La importancia de estos cambios morfolégicos es grande, ya que estd fuertemente
relactonada con la fagocitosis por parte de células del sistema inmune, como
polimorfonucleares. Algunos autores han observado que estafilococos expuestos a penicilina
son fagocitados mds rdpidamente que controles (128). En el caso de Gram-negativos,
filamentos de E. coli o P. aeruginosa son matados mds ficilmente que una misma masa de
bacilos separados (126).

2.2.2, Efectos sobre el crecimiento de cultivos de bacterias

Los efectos de las concentraciones subinhibitorias sobre el crecimiento de los
microorganismos es un tema de la méxima actualidad. Estas concentraciones, sin embargo,
actdan de distinta manera sobre las bacterias en fase de crecimiento logaritmico, fase
estacionaria o microorganismos previamente expuestos a la accién del antimicrobiano. Esta
diferencia ha llevado a la definicién de dos términos que definen estas circunstancias: el
efecto de las concentraciones subinhibitorias (ECS) y el efecto de sub-CMI sobre bacterias
en fase de EPA (ECS EPA) (157, 158, 159, 160). Estos efectos han sido estudiados en un
buen niimero de antimicrobianos y se ha demostrado que el segundo es significativamente mas
largo. Neumococos y estafilococos preexpuestos a penicilina o benzilpenicilina, aspoxicilina,
teicoplanina, esparfloxacino, vancomicina o roxitromicina han tenido un mayor retraso en el
crecimiento (un mayor EPA) cuando eran expuestos a concentraciones sub-CMI de estos
antimicrobianos que cultivos no preexpuestos (155, 157, 159, 161). Este mayor ECS EPA
que ECS parece estar relacionado con la presencia o no de EPA, ya que antimicrobianos sin
efecto postantibiético no lo inducen (ampicilina, piperacilina sobre Gram-negativos)(160).

Algunos estudios "in vivo" parecen apoyar los resultados "in vitro". Fluckiger y cols
(66) demostraron este efecto con imipenem y P. aeruginosa, con un ECS EPA de varias
horas. Este efecto es importante "in vivo" porque siempre se encuentran concentraciones
subinhibitorias tras la administracién de un antimicrobiano, lo que podria alargar un posible
EPA.
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2.2.3. Otros efectos sobre las bacterias

Algunos ejemplos de otros efectos que las concentraciones sub-CMI producen en las
bacterias son:

- Efectos sobre la adhesién a superficies: algunos estudios han demostrado una
disminucién significativa de la adherencia de P. aeruginosa o E. coli al ser tratado con sub-
CMI de ciprofloxacino, enoxacino o gentamicina (27, 211). Otros antimicrobianos como
imipenem, tobramicina, meticilina o cefalotina tuvieron también efectos sobre la adhesion
(181).

- Efectos sobre la actividad del suero y fagocitos (2): cepas de E. coli y S. aureus
(resistentes al suero) han demostrado una mayor sensibilidad al éste después de ser tratadas
con sub-CMI de algunos antimicrobianos (1, 189). Por otro lado, algunos antimicrobianos
como azitromicina, roxitromicina, cefamandol o gentamicina han incrementado el poder de
fagocitosis de bacterias opsonizadas por los PMNs humanos (3, 163).

- Efectos sobre la produccién de factores de virulencia: se ha observado la
supresién por parte de eritromicina en concentraciones sub-CMI de la produccién "in vitro"
de exotoxina A, elastasa y fosforilasa de P. aeruginosa (104). Cepas con cdpsula mucosa y
no mucosa de esta misma especie han sido expuestas a la accién de sub-CMI de
aminoglicdsidos, B-lactdmicos y ciprofloxacino, observdndose en los primeros una reduccién
de la excrecion de la cdpsula de alginato y de sideréforos quelantes de acero (150).

Todos estos pardmetros, al igual que los anteriores y el EPA, influyen en la relacion
antimicrobiano-pardsito de manera muy importante como para que su estudio conjunto sea
llevado a cabo en el caso de antimicrobianos en uso y nuevas sustancias de interés en la
microbiologia clinica y la quimioterapia.
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Las nuevas investigaciones que se han llevado a cabo en el estudio de ciertos factores
farmacodindmicos en las ultimas décadas han conseguido que se cambie en cierta manera la
forma de ver la relacién microorganismo-huésped-antimicrobiano. El EPA y los efectos de
concentraciones subinhibitorias son dos importantes factores que hoy muchos clinicos pueden
tener en cuenta al administrar un antimicrobiano a un paciente,

Sin embargo, estos pardmetros pueden variar mucho més que los farmacocinéticos,
ya que sobre ellos acttian muchos més factores (incluida la propia farmacocinética). Tanto los
microorganismos como el estado de los pacientes pueden hacer variar de forma substancial
estos factores, por lo que su estudio debe abarcar un nimero muy grande de situaciones que
se pueden dar en la realidad "in vivo".

Por otro lado, estos estudios "in vivo" son necesarios para una mejor aproximacién
a lo que ocurre en el hombre. Los modelos animales dan resultados que serfan dificiles de
obtener en ensayos con humanos, ya por ética o por dificultades técnicas. No quiere decir
esto que los ensayos "in vitro" no sean necesarios, sino que son una primera aproximacion
imprescindible cuando determinadas sustancias no se conocen en profundidad.

La necesidad de incluir el estudio de estos factores farmacodindmicos en la
investigacién de nuevas sustancias antimicrobianas, asf como de otras ampliamente utilizadas
hoy en dia, nos lleva a proponer los siguientes objetivos para este trabajo:

1) Estudiar "in vitro" el efecto postantibiético (EPA) de meropenem y ciprofloxacino
frente a S. aureus, E. coli y P. aeruginosa mediante el método de dilucién; asi mismo,
estudiar los efectos de concentraciones sub-CMI en el crecimiento y en la morfologia
bacteriana de S. aureus y E. coli mediante técnicas estdndar.

2) Mediante el modelo de infeccién en muslo de ratén neutropénico, estudiar el EPA
"in vivo" de estos mismos antimicrobianos frente a las tres cepas citadas en el punto anterior,
asi como realizar curvas de letalidad "in vivo" con diferentes dosificaciones frente a S. aureus
y E. coli.

3) Con el modelo "in vivo" de infeccién intraperitoneal, observar los cambios
morfoldgicos que estos antimicrobianos inducen en S. aureus y E. coli tras un tratamiento
corto. '

4) Por tltimo, evaluar cada uno de estos efectos por separado y su posible implicacién
en los regimenes de dosificacion de meropenem y ciprofloxacino, comparando en primer



Justificacién y Objetivos

32

lugar los datos "in vitro” € "in vivo" y las diferencias entre las dos sustancias.



III. Materiales y Métodos
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1. MATERIALES
Los materiales utilizados fueron los siguientes: -
1.1. MICROORGANISMOS
Las cepas utilizadas tanto en los experimentos "in vitro” como "in vivo" fueron:

- Escherichia coli 'ATCC 25922,
- Staphylococcus aureus ATCC 25923.
- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Las cepas se conservaron en placas de agar de M-H a 0°C, llevdndose a cabo
resiembras en medio fresco cada 5-6 dfas. En el dia del experimento se inocularon en caldo
o agar de M-H, dependiendo del tipo de trabajo, incubdndose a 37 °C durante 16-18 horas.

1.2 CROBIANOS

Los antimicrobianos utilizados en todos los ensayos fueron ciprofloxacino y
meropenem, suministrados por Bayer S.A. e ICI-Farma S.A. respectivamente, en forma de
polvo valorado con una potencia de 86,2% y 84,6%. Los stocks fueron preparados de
acuerdo con las instrucciones del laboratorio farmaceiitico, y se separaron en alicuotas de 1
ml cada una, conservdndolas a -18 °C hasta su utilizacién. Para cada ensayo se utilizé una
alicuota que se diluyé en agua destilada o solucién salina estéril hasta conseguir la
concentracion requerida.

13 ALES

Se utilizaron ratones hembras BALB/C (suministrados por PANLAB S.A. y que
pertenecian al animalario del departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina), de
peso 25-27 g. y edad entre 18-20 semanas. Los animales se mantuvieron con aporte de
comida y agua "ad libitum" y a temperatura constante, vigilando que no presentaran patologia
alguna.

1.4. MEDIOS DE CULTIVO

Los medios utilizados fueron los siguientes:
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- Caldo de Miieller-Hinton (OXOID)
- Agar de Miieller-Hinton (OXOID)
- Agar Iso-sensitest (OXOID)

Estos medios fueron preparados segiin las instrucciones del fabricante.

1,5. OTROS PRODUCTOS Y REACTIVOS

- Solucién salina (9 g de CiNa (PANREAC) en 1 L de agua destilada).

- Solucién PBS (Buffer Fosfato Salino): polvo preparado (Biomerieux) para diluir en
agua destilada, con un pH de 7,2.

- Ciclofosfamida (Genoxal, de Laboratorios FUNK) en viales de 200 mg con 10 m}
de agua destilada.

- Discos de 1/2 pulgada (DIFCO).

- Eter anestésico (PANREAC).

- Metanol (PANREAC).

- Arena de mar estéril (PANREAC).

- Talco (disuelto en agua destilada y esterilizado).

1.6. INSTRUMENTAL

Los aparatos e instrumentos utilizados eran los disponibles en el Departamento de
Microbiologfa de la Facultad de Medicina:

- Estufas Heraeus

- Hornos Heraeus

- Autoclave (Selecta Mod. Cino-Matic); la esterilizacién se llevé a cabo en un tiempo
de 20 minutos a 121 °C (1.2 atm.)

- Bafios con agitacién (Selecta Unitronic Mod. 320 OR)

- Centrifuga (Selecta Mod. Meditronic)

- Espectrofotémetro (HITACHI Mod. U-1100)

- Microscopio Olympus BH2-RFCA

- Micropipetas (Gibson)

- Vértex (Heidolph Reux 2000)

- Morteros de porcelana (Comercial Anger)

- Material quirdrgico: tijeras, bisturi, pinzas (Comercial Anger)

- Calibre (Fowler Ultra-Cal Ii, Sylvac)

- Jeringuillas de insulina (Plastipak, Becton Dickinson).
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- Placas Petri de 9 y 15 cm de didmetro (Droquima y Soria Greiner).
- Tubos de vidrio de 10,3 + 0,2 mm. de didmetro (Comercial Anger).
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2. METODOS

2.1. ESTUDIOS "IN VITRO"

2.1.1. Recuento de microorganismos

La concentracién de microorganismos se calculé mediante la técnica de recuento en
placa, descrita por varios autores (112); este método consiste en hacer una dilucién seriada
del cultivo inicial, obteniendo una serie de tubos que contienen cada uno 10 veces menos
concentracion que €l anterior. A continuacién se sembraban 25 ul de cada tubo en placas de
agar M-H, contindose a las 18-24 horas el nimero de UFC y calculdndose entonces la
concentracion del cultivo inicial. No se tuvieron en cuenta las placas con un nimero de UFC
por debajo de 20 o por encima de 200. '

2.1.2. Cdlculo de las Concentraciones Minimas Inhibitorias y Bactericidas (CMI
y CMB)

La técnica empleada fue la de macrodilucién en tubo (112), método que consiste en
los siguientes pasos:

- primero se prepararon una serie de tubos que contenfan 1 mi de caldo M-H
mds determinadas concentraciones de antimicrobiano. Cada tubo tenfa el doble que el
siguiente. El tubo con mayor concentracién era de 256 ug/ml y el de menor, de
0,0075 pug/ml. El tubo control contenfa 1 ml dé medio M-H sin antimicrobiano.

- en segundo lugar se afiadié a cada tubo 1 ml de inéculo. Este se preparé
ajustando la turbidez de un tubo con solucién salina y microorganismos en fase
logaritmica de crecimiento al tubo n® 1 de la escala de Mc. Farland (3 x 10® UFC/ml)
y diluyendo después hasta conseguir una concentracién de 10° UFC/ml en caldo M-H.

La CMI se calculd, transcurridas 18-24 horas en estufa a 37°C, como la concentracién
del primer tubo que no presentaba crecimiento (turbidez) en comparacién con el tubo control.

Para el célculo de la CMB, se sembraron en placas con agar de M-H unos 10 ul del
contenido de 6 tubos por encima al de la CMI, incubandose 18-24 horas en estufa a 37 °C.
Se tomé el valor de la CMB como la concentracién del tubo que habfa destruido el 99.9%
de los microorganismos.
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Este proceso se hizo por triplicado para los dos antimicrobianos (ciprofloxacino y
meropenem) con las tres cepas (E. coli, S. aureus y P. aeruginosa).

2.1.3. FEfecto postantibidtico (EPA)

La cuantificacién del EPA se realizé en un cultivo de microorganismos qgue se
expusieron a la accién del antimicrobiano durante 1 hora, y comparando después el
crecimiento con un cultivo control (39). En el caso de meropenem, §. aureus también se
expuso durante un tiempo de 2 horas. '

Los cultivos contenian 50 ml de caldo M-H al que se le afiadieron microorganismos
(en fase logaritmica) alcanz4ndose una concentracién de 107 UFC/ml (absorbancia de 0.06
a 580 nm). Las concentraciones de antimicrobiano que se afiadieron fueron las siguientes:

- meropenem: 0,3 mg/l para E. coli, 0,6 mg/l para S. aureus y 20 mg/l para P.
aeruginosa.

- ciprofloxacino: 0,5 mg/l para E. coli, 6 mg/l para S. aureus y 2,5 mg/l para P.
aeruginosa.

Para cada concentracién y microorganismo se mantuvo un matraz como control. Todos
los matraces se incubaron a 37 °C en bafio con agitacién durante 1 hora (en el caso de
meropenem y S. aureus también se dejaron 2 h.), al cabo de la cual se procedié a retirar el
antimicrobiano mediante la técnica de dilucién (39). Para ello se tomaron 50 ul de cada
matraz (control y tratados) afiadiéndoselos a 50 ml de caldo M-H (dilucién 1:1000), con lo
que el efecto del antimicrobiano quedaba anulado. Los matraces se incubaron entonces 7
horas de nuevo a 37°C en bafio con agitacién.

Las curvas de EPA se elaboraron a partir de recuentos bacterianos que se hicieron
cada hora desde el tiempo 0 (adicién del antimicrobiano) hasta la 7* hora. Este proceso se

repitié tres veces con cada antimicrobiano y cada microorganismo.

El cdlculo de la duracién del EPA se efectud utilizando la férmula descrita por Mc.
Donald (143):

EPA=T-C

donde:
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- T = tiempo (en horas) que tarda el cultivo de microorganismos tratados en
incrementar 1 logaritmo,, su concentracidn a partir del tiempo 0 (dilucidn del
antimicrobiano).

- C = tiempo (en horas) que tarda el cultivo control en incrementar 1 logaritmo,, su
concentracién a partir del tiempo 0.

La duracién del EPA se tomd como la media de los tres experimentos + el error
estandar, considerdndose significativo si era mayor ‘de 30 minutos (39, 143).

2.1,4. Efecto Bactericida

Se utilizaron las curvas de EPA para su realizacién. El efecto bactericida 0 mdxima
muerte bacteriana se calculé como la diferencia, en log,,, entre el cultivo control y el que
contenfa antimicrobiano, tomada en la hora 1 (dilucién del antimicrobiano) (168).

1.5 Efi "in _ vitro" de 1 h- ‘ MI schre la recuperacién de
microorganismos en fase de EPA

El efecto de las sub-CMI de meropenem y ciprofloxacino se realizé sobre E. coli y
S. aureus de la siguiente manera (157, 158, 159, 160): cultivos en fase logaritmica de estos
dos microorganismos fueron pre-expuestos a la accién de meropenem y ciprofloxacino durante
los tiempos y concentraciones que se indican:

- meropenem: una hora a una concentracién de 0,6 mg/] tanto para E. coli como S.
aureus.

- ciprofloxacino: una hora a una concentracién de 0,5 mg/l para E. coli, y 1,5 horas
y 4 mg/l para S. aureus.

Estas concentraciones fueron las mismas que se utilizaron en los experimentos de EPA
"in vivo", pero los tiempos de pre-exposicién se modificaron en el caso de ciprofloxacino
debido a su alto poder bactericida, sobre todo con E. coli.

Después de esta pre-exposicién se eliminé el antibiético mediante centrigugacién (10
min. x 2000 g) y posterior eliminacién del sobrenadante, afiadiendo medio M-H fresco para
reuspender las bacterias. Este cultivo se dividié en 5 alicuotas, permaneciendo una de ellas
como control. En cada una de las 4 alicuotas restantes se procedid a afadir las
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concentraciones de antimicrobiano necesarias para alcanzar 1/8 x CMI, 1/4 x CMI, 1/2 x
CMI y 1 x CMI. Estas cantidades fueron:

- meropenem y E. coli: 0,03 mg/l (CMI), 0,015 mg/l (1/2xCMI), 0,0075 mg/l
(1/4xCMI) y 0,00375 mg/l (1/8xCMI).

- meropenem v S. aureys: 0,06 mg/l (CMI), 0,03 mg/l (1/2xCMI), 0,015 mg/l
(1/4xCMI) y 0,0075 mg/1 (1/8xCMI).

- ciprofloxacino v E, coli: 0,015 mg/l (CMI), 0,0075 mg/1 (1/2xCMI), 0,00375 mg/]
(1/4xCMI) y 0,001875 mg/1 (1/8xCMI).

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

Durante las 7 horas siguientes se¢ mantuvieron los cultivos en bafio a 37°C y con
agitacién, haciéndose recuento bacteriano cada hora a partir de la eliminacién del antibiético.
Este proceso se hizo por duplicado para cada antimicrobiano y microorganismo.

2.1,6. Efecto "in vitro" de las sub-CMI sobre la morfologfa de microorganismos
en fase logaritmica

Este ensayo se llevé a cabo exponiendo microorganismos en fase logaritmica a la
accién de concentraciones de meropenem y ciprofloxacino iguales e inferiores a la CMI. Los
microorganismos utilizados fueron E. coli y §. aureus.

La exposicién se llevé a cabo mediante la técnica de membranas en placa (130, 131,
132), que se describe a continuacién: discos de 12 mm de didmetro aproximado y sin
antimicrobiano se colocaron sobre placas de agar de M-H y se dejaron a temperatura
ambiente durante 10 minutos para que se impregnaran. Seguidamente se inocularon 0,1 ml
de un cultivo de 24 h. (diluido convenientemente hasta 10’7 UFC/ml) sobre los discos, y se
incubaron durante 2 h, a 37°C para alcanzar crecimiento logaritmico.

Pasado este tiempo se traspasaron los discos a placas con M-H que contenian
concentraciones de antimicrobiano de CMI, 1/2 x CMI y 1/4 x CMI de meropenem o
ciprofloxacino, incubando de nuevo durante 4 h. a 37°C. Por (ltimo, cada membrana se
colocé sobre dos portas, apretando ligeramente con el mango de una lanceta. Los portas se
tifiieron mediante la tincién Gram y se observaron la microscdpio, midiendo la longitud de
los bacilos o filamentos y el didmetro de los cocos, tomando como valores los siguientes:
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- para S, gureus se tomé como valor normal de didmetro 1 um, considerdndose
por encima de éste como forma anormal (agregado celular) (81, 130).

- para E, coli, el valor de longitud normal del bacilo se establecié entre 1-3
pm (87, 130), considerdndose entre 4 y 10 um como bacilos elongados y
mayor de 10 um como filamento (corto 10-20 pm y largo > 30 um). Este
valor se tomd como Ilimite ya que es el doble de la longitud del bacilo en Ja
division media (5 um)(130).

En cada porta se contaron 8 campos con al menos 100 células en cada uno,
calculdndose los porcentajes de cada tipo de morfologia. Se sacaron fotografias de cada uno
de los portas. |

2.2. ESTUDIOS "IN VIVO"

Tanto para el estudio del EPA como las curvas de letalidad "in vivo", se utilizd el
modelo de infeccién en muslo de ratén neutropénico, descrito por varios autores (39, 89, 90,
01, 92, 198).

2.2.1. Efecto Postantibiético

Para la realizacién de este ensayo, segin el método descrito por Vogelman y cols.
(198), se llevaron a cabo (por duplicado) los siguientes pasos:

A) Inmunodepresién

Los ratones se inmunodeprimieron con las dosis de 150 y 100 mg/kg de ciclofosfamida
(via intraperitoneal) en los dfas 0 y 3 respectivamente.

Previamente a la aplicacién de este modelo se habfa comprobado la eficacia de la
ciclofosfamida como inmunodepresor en el ratén, al alcanzar un porcentaje de reduccion de
leucocitos del 70-84% en el dfa del experimento del EPA (dia 4), lo que permite
practicamente anular el sistema inmunolégico y evitar una posible interferencia en la infeccién
bacteriana (138).

B) Infeccién en el muslo

La infeccién en el muslo se hizo por via intramuscular, inyectando un volumen de 0,1
ml de caldo M-H con microorganismos en fase de crecimiento exponencial (E. coli, §. aureus
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o P. aeruginosa); el nimero total de UFC inyectado fué de 10°-10’ UFC/ml. Los indculos
iniciales de todos los experimentos fueron comprobados mediante espectrofotometria,
correspondiendo un 85-90 % de transmitancia (longitud de onda de 580 nm) con una
concentracién de 105-107 UFC/ml.

El nimero de ratones infectados fue de 45, siendo cada uno infectado en los dos
muslos por la misma bacteria.

Este tiempo se tomd como el T,.
C) Tratamiento antimicrobiano

Al cabo de 2 horas de la infeccién en el muslo, los ratones fueron separados en 2
grupos:

- tratados: a 27 ratones se les inyecté por via subcutdnea en el muslo un
volumen de 0,2 ml de solucién salina y antimicrobiano con las siguientes
concentraciones:

- meropenem: 0,6 mg/kg en el caso de E. coli y de S. aureus, y 20
mg/kg para P. aeruginosa.

- ciprofloxacino: 0,5 mg/kg para E. coli y 4 mg/kg para S. aureus y
P. aeruginosa.

La eleccién de estas dosificaciones se hizo teniendo en cuenta las propiedades
farmacocinéticas y farmacodindmicas del antimicrobiano, asi como su poder

bactericida "in vitro”.

- controles: 18 ratones a los que se les inyecté un volumen igual (0,2 ml) de
solucién salina.

Este punto se tomd como tiempo 0 del experimento.
D) Sacrificio de los animales y extraccién de los muslos

Se sacrificaron 3 ratones (por dislocacién cervical bajo anestesia) por cada tiempo que
se indica a continuacién:
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- grupo Control; en las horas 0 (administracién del antimicrobiano), 2, 4, 6,
8y 10.

- grupo de Tratados: desde la 12 hasta la [0? hora.

Después del sacrificio de cada animal y con ayuda de material quinirgico (pinzas,
bisturi y tijeras) se extrajeron los muslos del ratén, separando la piel y cortando el misculo
en pequefios trozos que se llevaron a un mortero de porcelana estéril, aftadiéndole 9 ml de
solucién salina (dilucién 1:10 del mimero de bacterias en €l muslo) y homogenizando durante
3-5 minutos con arena de mar estéril; a continuacién se tomé el sobrenadante del mortero y
se procedié al recuento de microorganismos.

E) Recuvento del mimero de UFC en el muslo del ratén

A partir del homogeneizado (que se consideré como dilucién 1:10 del nimero real de
UFC en el muslo) se procedio a realizar el recuento de UFC por el método (ya descrito en
los estudios "in vitro") de banco de diluciones y recuento en placa. Se obtuvieron asf las
concentraciones de microorganismos en los distintos tiempos y se elabord una gréfica con los
datos.

F) Ciiculo del tiempo en el que los niveles séricos de antimicrobiano estdn
sobre la. CMI y otros pardmetros farmacocinéticos.

Los niveles de antimicrobiano en suero se determinaron por la técnica de bioensayo,
utilizdndose el método de difusién en agar de Grove y Randall (85), ligeramente modificado
y adaptado a nuestras necesidades. Los pasos fueron los siguientes:

- elaboracién de la recta estandar: se utilizaron placas Petri de 15 ¢m de didmetro con
70 ml de agar Iso-Sensitest y un microorganismo patrén sembrado en masa con una
concentracién de 10°-10° UFC/ml, En nuestro caso la cepa patrén fue Escherichia coli ATCC
25922. Una vez solidificado el agar, se procedié a hacer pocillos (3-4 por placa) de 10.3 +
0.2 mm de didmetro con la boca de un tubo de vidrio unido a un aparato suctor, que extrafa
el agar. Todo ello fue realizado de la manera mds estéril posible. Cada pocillo fué rellenado
con 300 pl de una solucién de PBS y antibiético a distintas concentraciones, realizdndose el
ensayo por triplicado. Las concentraciones de antimicrobiano fueron:

- meropenem: concentraciones al duplo desde 0,0015 hasta 128 mg/l.
- ciprofloxacino: concentraciones al duplo desde 0,00075 hasta 128 mg/l.
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Para cada recta estdndar se realizaron pocillos control con 300 p! de solucién PBS.

Se incubaron las placas a 37°C y, transcurridas 24 horas, se midieron los halos de
inhibicién con un calibre, realizindose con los datos una regresién lineal y una recta de
minimos cuadrados (recta estdndar) que relacionaba el logaritmo de la carga y el didmetro del
halo en milimetros.

- Célculo de las concentraciones de antimicrobiano en las muestras de suerg de ratones
neutropénicos: las muestras de suero se obtuvieron por centrifugacién (3500 rpm durante 10
minutos) de sangre de ratones neutropénicos extraida por el seno retroorbital. Los ratones

fueron tratados con las mismas dosis que en el apartado de tratamiento antimicrobiano.

La obtencién de sangre se realizé a partir de la administracién del antimicrobiano y
durante 4 horas; la 1* media hora cada 15 minutos y posteriormente cada 30 minutos hasta
la 42, Se utilizaron 3 ratones por cada tiempo de extraccién de sangre, haciendo un total de
30 ratones por cada ensayo de antimicrobiano-microorganismo (3 controles sin antimicrobiano
y 27 tratados).

~Una vez obtenidos los sueros se procedié a llenar, por cada tiempo de extraccién, 3-4
pocillos en placas Petri preparadas de igual forma que la explicada para la recta estindar.
Tras una incubacién a 37°C durante 24 horas, se midieron los halos de inhibicién y se calculé
la concentracién de antimicrobiano correspondiente mediante la recta estdndar y la ecuacién
de regresién lineal. Con estos datos se prepararé una gréfica de niveles de concentracion de
antimicrobiano en suero (mg/l) frente al tiempo (h.) por cada antimicrobiano y dosis.

El célculo del tiempo en el que los niveles de antimicrobiano superan a la CMI se
realizé interpolando la CMI en los datos obtenidos en los tiempos de extraccién del suero.
Ademds se calcularon mediante ordenador (una subrutina en lenguaje BASIC) Ila
concentracién médxima, el tiempo de concentracién méxima, la vida media y el drea bajo la
curva de concentracién frente al tiempo (A.B.C.).

G) Cilculo del EPA

Una vez obtenido ¢l tiempo que el antimicrobiano superd la CMI en suero, se calculéd
el tiempo de efecto postantibiético mediante la férmula (168):

EPA=T-C




Materiales y Métodos 45

donde:

- T = tiempo necesario para que el nimero de UFC en los muslos de ratones tratados
aumenten 1 logaritmo,, su concentracién a partir del tiempo en que los niveles de
antimicrobiano en suero descienden de la CMI.

- C = tiempo necesario para que el nimero de UFC en los muslos de ratones
controles aumenten 1 logaritmo,, su concentracién a partir del tiempo 0.

Se consideré EPA significativo si era mayor 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 crecimiento bacteriano no se debfa a la accién de
antimicrobiano residual (sub-CMI, metabolitos, etc.) se procedié a infectar el muslo de
ratones inmunodeprimidos con microorganismos en fase logaritmica de crecimiento, justo en
el momento en que los niveles de antimicrobiano en suero descendieron de la CMI (198).

El método fue el siguiente: se inmunodeprimieron grupos de 36 ratones. En el dia del
experimento se les administré a la mitad de los ratones (tratados) por via subcutdnea, una
dosis de antimicrobiano igual que la utilizada en la evaluacién del EPA, mientras que al otro
grupo (control, 18 ratones) se les inyect6 el mismo volumen de solucién salina. Al cabo del
tiempo en que los niveles de antimicrobiano en suero excedfan la CMI, se infectaron todos
los muslos de los ratones con 0,1 mi de caldo M-H con 10%-107 UFC de S. aureus, E. coli
o P. aeruginosa en fase logaritmica de crecimiento.

Se sacrificaron 3 ratones cada hora desde la 12 (la infeccion en el muslo es a las.
horas) hasta la 62, se extrajeron los muslos y se procedi6 al recuento bacteriano en cada cada
homogenizado, elabordndose una grifica con los datos de log,, UFC/muslo frente al tiempo

(h.).
2.2.3. Efecto bactericida

El efecto bactericida, al igual que en los experimentos "in vitro", se calculé como la
diferencia de crecimiento en log,, entre el nimero de UFC de los controles y los ratones
tratados, tomada en el tiempo en que los niveles de antimicrobiano descienden de la CMI
(168).
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2:2.4. Curvas de letalidad

En la evaluacién de la actividad "in vivo" de los dos antimicrobianos (meropenem y
ciprofloxacino) se utiliz6 la misma técnica que en ei estudio del EPA "in vivo": infeccién en
muslo de ratén neutropenico (198). Las cepas utilizadas fueron E. coli y S. aureus. Las
dosificaciones fueron distintas en cada uno de los antimicrobianos.

A) Ciprofloxacino: se utilizaron dos pautas de dosificacion distintas: una en la cual
el antimicrobiano se administraba cada vez que los niveles en suero descendfan de la CMI
{tipo A), y otra en la que la administracién tenfa en cuenta este mismo tiempo mds el de EPA
(tipo B). Para ello se inmunodeprimieron 78 ratones a los cuales se les inyect6 en el tiempo
-2 del dia del experimento y en cada muslo un volumen de 0,1 ml de caldo M-H que contenia
105-107 UFC de E. coli 0 S. aureus en fase de crecimiento exponencial. Dos horas después
(tiempo 0), los ratones se dividieron en Ios siguientes grupos:

- tratamiento tipo A (30 ratones): en el ensayo con E. coli se les inyect$ (via
subcutdnea en el muslo) cada 2,5 horas, 0,2 ml de solucién salina con una
concentracién de 0,5 mg/kg; con S. aureus la dosis fue de 4 mg/kg cada 2 h. El coste
total de antimicrobiano por ratén fue de 2 mg/kg para E. coli y 20 mg/kg para §.
aureus.

- tratamiento tipo B (30 ratones): en el ensayo con E. coli sélo se
administraron dos tnicas inyecciones de 0,5 mg/kg, en los tiempos 0 y 5,5 (tiempo
sobre CMI mds EPA}; con S. aureus las dosis fueron 3 de 4 mg/kg en los tiempos 0,
4y 8 (T > CMI + EPA), El! coste total de antimicrobiano por ratén fue de 1 mg/kg
para E. coli y 12 mg/kg para §. aureus.

B) Meropenem: se utilizaron también dos tipos de dosificaciones distintas: una en la
cual se administraba una dosis alta cada vez que los niveles en suero descendian de la CMI
(tipo A), y otra en la que la dosis era el doble que la anterior durante el doble de tiempo (tipo
B). Se inmunodeprimieron 78 ratones, infectando el muslo de la misma forma y con los
mismos microorganismos que el apartado anterior (E. coli o S. aureus). Las dosificaciones
en el tiempo 0 fueron las siguientes:

- tratamiento tipo A (30 ratones): en el ensayo con E. coli se les inyectd cada
3 horas, 0,2 ml de solucidn salina con una concentracion de 20 mg/kg; con S. aureus
la dosis fue de la misma (20 mg/kg) cada 2,5 h. Los niveles en suero de
antimicrobiano siempre estaban sobre la CMI.
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- tratamiento tipo B (30 ratones): en el ensayo con E. coli s6lo dos iinicas
inyecciones de 40 mg/kg, en los tiempos 0 y 6; con S. aureus las dosis fueron también
2 de 40 mg/kg en los tiempos O y 5. En este caso, los niveles en suero de meropenem
tenian un pico mds alto, pero habfa un periodo en el que descendfan bajo la CMI.

En los dos ensayos se utilizaron controles (18 ratones), a los que se les administré 0,2
ml de solucidn salina al mismo tiempo que se admisnistraba las dosis en los tratados A y B.

En cada tiempo se sacrificaron 3 ratones por tratamiento y se extrajeron 10 muslos,
haciéndose un recuento bacteriano del homogenizado y elaborando una gréfica con los datos
de las tres curvas.

2.2.5. Efecto de los dos antimicrobianos s Ia morfologi cteriana

Para el estudio "in vivo" de la morfologia de los microorganismos utilizamos el
modelo de infeccién en la cavidad peritoneal (132, 176, 178) ligeramente modificado, como
a continuacién se indica. Se inmunodeprimieron 16 ratones a los que en el dfa del
experimento se les inyectd intraperitonealmente 1 ml de solucién salina estéril con talco
esterilizado mds 10%-10° UFC de E. coli 0 §. aureus en fase de crecimiento exponencial.
Después de 2 h. fueron tratados s.c. en el muslo con 0,2 ml de solucion salina estéril mds
una dosis de:

- controles (6 ratones): sin antimicrobiano

- tratados (10 ratones): - meropenem: 20 mg/kg tanto con E. coli como con S.
aureus.
- ciprofloxacino: 0,5 mg/kg en el ensayo con E. coli y
4 mg/kg con S. aqureus.

Estas dosis mantenfan los niveles de antimicrobiano en suero sobre la CMI durante:

- meropenem: 3 h. con E. coli y 2,5 h. con S. aureus.
- ciprofloxacino: 2,4 h. en el ensayo con E. coli y 2,1 h. con §. aureus.

Al cabo de estos tiempos los ratones fueron sacrificados y se les inyecté 2 ml de
solucién salina estéril por via intraperitoneal. Después de un masaje abdominal, se reaspir6
la mayor parte del liquido peritoneal con una pipeta Pasteur. Estas muestras se centrifugaron
(3500 rpm durante 5 min.) y el sedimento fue extendido en un porta y tefiidos mediante la
tincién de GRAM.
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Estos portaobjetos se examinaron al microscopio, contdndose el nimero de bacilos,
filamentos y cocos asi como calculando su porcentaje (con los mismos criterios que en el
ensayo "in vitro"). También se tomaron fotografias de cada muestra.

2.3. ANALISIS ESTADISTT

En todos los experimentos se obtuvo la media aritmética y la desviacién estdndar
(109).

Comparacién de medias: se realizé mediante el Test de T de Student; la significacién
estadistica se calculd por medio de ordenador (mediante una subrutina en BASIC). Las
variables eran independientes y se consideraron iguales las varianzas.

Recta de regresién: se realizé mediante el método de minimos cuadrados; los datos
fueron analizados en ordenador con el programa de cdlculo LOTUS 1-2-3 V 3.1+,



IV. Resultados
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1. ESTUDIOS "IN VITRO"

1 ONC (8) AS IBITORIAS Y BACTERICIDAS
CMI Y CMB

En la tabla I se muestran las CMI y CMB de los antimicrobianos estudiados frente a
E. coli, P. aeruginosa y S. aureus.

Ciprofloxacino mostré una CMI mds baja frente a las dos cepas Gram-negativas,
mientras que S. aureus fue mds sensible frente a meropenem (0,06 mg/1 frente a 0,5 mg/l de
ciprofloxacino).

Sélo 1la CMB de meropenem frente a E. coli fue diferente a su CMI (0,06 y 0,03),
comprobdndose este hecho en las dos repeticiones realizadas. En el resto, el valor de Ia CMI
coincide con la CMB, !o que indica que los antimicrobianos tienen caricter bactericida,
menos en el caso antes mencionado.

1,2, EFECT TANTIBIOTICO

El EPA "in vitro" inducido por los dos antimicrobianos frente a las tres cepas se
muestran en la tabla II.

Como se puede observar, los EPA de ciprofloxacino tienen valores alrededor de 2 h.
frente a E. coli y S. aureus (2,1 y 2 h.), siendo frente a P. aeruginosa de 3,9 h. Sin
embargo, en el caso de meropenem, todos los valores se consideraron no significativos
excepto en el caso de E. coli (0,57 h.), obteniendo incluso valores negativos (-0,3 y -0,83 h.
frente a P. aeruginosa y S. aureus). Si se obtuvo EPA significativo con 2 horas de exposicién
frente a 8. aureus (0,65 h.).

La comparacién de medias entre los dos antimicrobianos (en 1a tabla IV) indica que
existen diferencias significativas con una p de 0,01,

1.3. EFECTO BACTERICIDA

Los valores de efecto bactericida de los dos antimicrobianos frente a los tres
microorganismos se encuentran también en la tabla II.
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También ciprofloxacino muestra los valores mds altos frente a las tres cepas
ensayadas, siendo todos proximos a 3 log,,. En el caso de meropenem, el valor mds alto se
observa frente a P. aeruginosa (1,44 Log,o), no llegando en el resto a 1 Log,,.

1.4. EFECTO "IN VITRO" DE L AS SUB-CMI SOBRE L.A RECUPERACION
DE MICROORGANISMOS EN FASE DE EPA

En la figura 1 estdn representadas las curvas de crecimiento de E. coli en fase de
EPA, tras un tratamiento de 1 hora con meropenem y ciprofloxacino, y el postertor efecto
que producen la CMI, 1/2 x CMI, 1/4 x CMI y 1/8 x CMI, sobre estos microorganismos.
En la figura 2, se muestran asimismo las curvas frente a S. qureus.

En el caso de meropenem (figuras 1A y 2A) se observa que frente a E. coli no hay
un efecto visible con ninguna de las concentraciones sub-CMI ensayadas; sin embargo, en el
caso de S. aureus, se aprecia un ligero retraso en el crecimiento con concentraciones de 1/2
X CMI e incluso 1/4 x CMIL.

Con ciprofloxacino (figuras 1B y 2B), el efecto de las sub-CMI es sin embargo mucho
més apreciable sobre E. coli que sobre S. aureus: mientras que con 1/8 x CMI se consigue
un notable retraso en el crecimiento de E. coli, con S. aureus sélo se observa con 1/2 x CML

En los dos microorganismos se advierte una mayor actividad subinhibitoria de
ciprofloxacino, siendo esta mas acusada en el caso de E. coli.

1.5. EFECTO "IN VITRO" DE LAS SUB-CMI SOBRE 1.A MORFOILOGIA DE
MICROORGANISMOS EN FASE LOFGARITMICA

En las figuras 3 y 4 se muestran las fotograffas obtenidas tras la exposicién “in vitro"
de E. coli y S. aureus a concentraciones iguales e inferiores a la CMI. En las figuras 5 y 6
se pueden observar los porcentajes de cada tipo de morfologia sobre el nimero total de
microorganismos contados, en forma de grafica de barras.

En el caso de E. coli (figura 3 y 5) se observa que mientras meropenem (5A) induce
la formacién de formas cocoides de 1-2 um de didmetro (en mayor nimero con 1/8 x CMI),
ciprofloxacino (5B) hace aumentar de manera significativa los filamentos (10-20 y > 30 pm)
y formas elongadas (4-10 pm).
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Sobre S. aureus (figuras 4 y 6), los efectos de los dos antimicrobianos hacen aumentar
el nimero de formas cocoides mayores de 1 pm o formas anémalas; este efecto es mayor con
ciprofloxacino, que lo induce incluso con 1/2 y 1/4 x CML
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2. RESULT S "IN VIVO"

2.1. EFECTO POSTANTIBIQTICO

2.1.1, Tiempo en el que los
pardmetros farmacocinéticos,

Los tiempos en €l que los antimicrobianos estuvieron en suero sobre la CMI se indican
en la tabla III. Estos tiempos se calcularon utilizando las curvas de concentracién de
antimicrobiano frente al tiempo obtenidas tras interpolar el didmetro del halo en las rectas
estindar, como se indicé en el apartado de materiales y métodos.

A) Rectas estdndar

Las rectas estindar frente a la cepa patrén E. coli ATCC 25922
correspondientes a los dos antimicrobianos (meropenem y ciprofioxacino) se
encuentran en la figura 13. Las ecuaciones de regresion lineal basadas en el método
de minimos cuadrados fueron las siguientes:

Ciprofloxacino Meropenem
Y = 11,80 * X + 39,75 Y = 8,24 *X + 30,62
(R* = 0,97) (R? = 0,98)

donde Y es el didmetro del halo de inhibicién y X es el logaritmo de la carga de
antimicrobiano.

Segin estos resultados se deduce una muy buena correlacién lineal entre las
dos variables (R* muy cercanos a 1), lo que se confirma en las gréficas de la figura
13, que muestran una gran proximidad de la nube de puntos a la recta de minimos
cuadrados.

B) Curvas de concentracién de antimicrobiano en suero de raton
neutropenico

En las figuras 14 y 15 se muestran las curvas de concentracién en suero de
ratén neutropénico de meropenem y ciprofloxacino después de dos distintas
monodosis.
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En la tabla IV estdn indicados los principales pardmetros farmacocinéticos
obtenidos de las curvas de concentracién frente al tiempo. En ¢l caso de meropenem
(figura 14), las concentraciones mdximas se alcanzaron a los 15 minutos y
descendieron rdpidamente al cabo de 1 hora de la administracién del antimicrobiano.
Con ciprofloxacino (figura 15), los picos de concentracién se alcanzaron en 30
minutos, pero los niveles se mantuvieron detectables durante mas tiempo (3-4 h.). La
ABC fue dependiente de 1a dosis, siendo mayor en meropenem con 20 mg/kg, seguido
de ciprofloxacino con 4 mg/kg. La vida media fue similar para cada antimicrobiano
y dosis (de 0,32 a 0,45 h.), siendo ligeramente menor en el caso de meropenem con
la dosis de 0,6 mg/kg.

2.1.2. Duracién del EPA

En las figuras 7, 8 y 9 estdn representadas las curvas de crecimiento de E. coli, P.
aeruginosa y S. aureus (respectivamente) en muslos de ratones tratados y controles,
indicdndose también el EPA y el tiempo que meropenem y ciprofloxacino estdn sobre la CMI
de estos microorganismos. En la tabla III se resumen los tiempos de EPA junto con las dosis
ensayadas.

Los valores de EPA de meropenem no fueron significativos (> 0,5 h.) con ninguna
de las cepas ensayadas, siendo sobre S. aureus donde se alcanza el mayor valor. En el caso
de ciprofloxacino los EPA fueron altos, estando los valores entre 1,90 y 3,10 h.. El mds
largo correspondi6 a E. coli, y el mds corto a §. aureus.

2,2. CONTROL DE LAS CONCENTRACIONES SUBINHIBITORIAS EN EL
EPA "IN VIVO"

Las curvas de control de las concentraciones subinhibitorias "in vivo" (figuras 10,
11 y 12) indican que no hay actividad antimicrobiana residual, ya que el crecimiento
bacteriano en muslos de ratones controles y que habfan sido tratados con meropenem o
ciprofloxacino era paralelo.

Este ensayo demuestra que el EPA se debi6 a un verdadero retraso en el crecimiento
de los microorganismos y no a una actividad residual del antimicrobiano.
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2.3. EFECTO BACTERICIDA

El efecto bactericida queda resumido en la tabla III, observindose una actividad mayor
de ciprofloxacino (alrededor de 2,5 Log.,;) que de meropenem (alrededor de 1 Log. ).
Meropenem produjo un mayor efecto sobre P. aeruginosa, mientras que ciprofloxacino lo
indujo sobre E. coli.

2.4, CURVAS DE LETALIDAD

En la figura 16 estdn representadas las grificas con los dos tipos de administracién de
meropenem. Con E. coli (A), parece haber una mayor actividad cuando se administran 20
mg/kg cada 3 h., en vez de 40 mg/kg cada 6. Esta diferencia se observa en la tabla V, que
muestra €l efecto bactericida en la 1ltima hora de las curvas, y donde la diferencia es de 1,1
log,e. Sin embargo, con S. aureus (B) no hay una diferencia significativa entre los dos tipos
de tratamientos, lo que se observa en la tabla IV (2,5 y 2,3 Log;).

Las curvas de letalidad de ciprofloxacino se muestran en la figura 17. Tanto el
tratamiento tipo A (administracién cada vez que los niveles en suero van a descender de la
CMI), y tipo B (ese mismo tiempo més el de EPA) tuvieron la misma eficacia y terminaron
mostrando valores de efecto bactericida muy similares (tabla V). Sélo en el caso de S. aureus
(B) parece haber un recrecimiento en las horas 7-8, aunque en la hora 10 las UFC fueron
similares. Con el mismo efecto bactericida, el coste de antimicrobiano fue el doble en el
tratamiento A que en el B.

También se puede observar en la tabla V el efecto bactericida por hora, que fue més
alto frente a E. coli con ciprofloxacino, mientras que para S. aureus lo fue con meropenem.

2.5, EFECTO DE 1.OS DOS ANTIMICROBIANOS "IN VIVO" SOBRE LA
MORFOLOGIA BACTERIANA

Las figuras 18 y 19 muestran las fotografias de E. coli y S. aureus (respectivamente)
con meropenem y ciprofloxacino. Con E. coli frente a meropenem, el porcentaje de formas
cocoides es mayor que en controles y ciprofloxacino, segin se muestra en la figura 20.
Ciprofloxacino, sin embargo, tiene €l pocentaje mds alto en bacilos de 1-3 um, por encima
del encontrado en el control (50%-50% entre bacilos y cocos).

Con §. aureus, las formas cocoides son mds irregulares (> 1 um de didmetro) con
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ciprofloxacino que con meropenem, y en este mayores que en el control, como se muestra
en la figura 21. Sin embargo, nunca se llegd a sobrepasar el 20% de formas irregulares con
ciprofloxacino.

2.6. ANALISIS ESTADISTICO

En la Tabla VI se muestran los resuitados de las comparaciones de medias mediante
la T de Student para muestras independientes.

Como se puede apreciar, hubo diferencia significativa al comparar el EPA "in vitro"
en "in vivo" de ciprofloxacino y meropenem, siendo la media de este ltimo mas baja que
la de ciprofloxacino. La diferencia en el EPA "in vivo" fue mayor que la del EPA "in vitro"
(0,001 frente a 0,01).

No hubo diferencia significativa entre el EPA "in vitro" e "in vivo" de cada
antimicrobiano, as{ como en conjunto.



V. Tablas y figuras
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Tabla 1. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y bactericidas (CMB) de meropenem
y ciprofloxacino frente a cepas estdndar de E. coli, P. aeruginosa y S. aureus.




Tabla II. Concentracién ensayada, tiempo de exposicién, efecto bactericida y efecto postantibidtico "in vitro” (EPA) de
meropenem y ciprofloxacino frente a E. coli, P. aeruginosa y S. aureus.
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Figura 1. Efecto de concentraciones sub-CMI de meropenem (A) y ciprofloxacino (B) sobre E. coli en fase de EPA.
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Figura 2. Efecto de concentraciones sub-CMI de meropenem (A) y ciprofloxacino (B) sobre S. aureus en fase de EPA.



Tabla III. Tiempo y concentracién de preexposicién, fraccién de CMI afiadida y valores de efecto de estas concentraciones sub-CMI (ECS EPA)
de meropenem y ciprofloxacino frente a E. coli y S. aureus en fase de EPA.
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Figura 3. Microfotografias de bacilos de E. coli expuestos a la acci6n "in vitro" de fracciones de la CMI de meropenem y ciprofloxacino_
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. Figura 4. Microfotograffas de cocos de S. aureus expuestos a la accién "in vitro" de fracciones de la CMI de meropenem y ciprofloxacii
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Figura 5. Frecuencia relativa de las distintas morfologfas encontradas tras la exposici6n "in vitro"” de E. coli a distintas concentraciones sub-CMI
de meropenem (A) y ciprofloxacino (B).
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Figura 6. Frecuencia relativa de las distintas morfologfas encontradas tras la exposicién "in vitro" de S. aureus a distintas concentraciones sub-
CMI de meropenem (A) y ciprofloxacino (B).
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Figura 7. Curvas de efecto postantibiético (EPA) de meropenem (A) y ciprofloxacino (B) frente a E. coli. La barra representa el tiempo que
¢l antimicrobiano estuvo sobre la CMI.
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Figura 8. Curvas de efecto postantibiético (EPA) de meropenem (A) y ciprofloxacino (B) frente a P. aeruginosa. La barra representa el tiempo
que el antimicrobiano estuvo sobre la CMI.
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Figura 9. Curvas de efecto postantibiGtico (EPA) de meropenem (A) y ciprofloxacino (B) frente a S. aureus. La barra representa el tiempo que
el antimicrobiano estuvo sobre la CMI,



Tabla IV. Dosis ensayada, tiempo que el antimicrobiano estuvo sobre la CMI, efecto bactericida y efecto postantibiético “in vivo” (EPA) de
meropenem Y ciprofloxacino frente a E. coli, P. aeruginosa y S. aureus.
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Figura 10. Curvas control de concentraciones subinhibitorias de meropenem (A) y ciprofloxacino (B) frente a E. coli. La barra representa el
tiempo que el antimicrobiano estuvo sobre la CMI.
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Figura 11. Curvas control de concentraciones subinhibitorias de meropenem (A) y ciprofloxacino (B) frente a P. aeruginosa. La barra representa
el tiempo que el antimicrobiano estuvo sobre la CMI.
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Figura 12. Curvas control de concentraciones subinhibitorias de meropenem (A) y ciprofloxacino (B) frente a S. gureus. La barra representa
el tiempo que el antimicrobiano estuvo sobre la CMI.
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Figura 13. Rectas patrén del didmetro del halo de inhibicién frente al logaritmo de la carga de meropenem (A) y ciprofloxacino (B) frente a
E. coli.
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Figura 14, Concentraciones de meropenem en suero de ratdn tras las dosis de 0,6 mg/kg (A) y 20 mg/kg (B).
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Figura 15. Concentraciones de ciprofloxacino en suero de raton tras las dosis de 0,5 mg/kg (A) y 4 mg/kg (B).




Tabla V. Valores de diversos pardmetros farmacocinéticos obtenidos tras distintas dosificaciones de ciprofloxacino y meropenem.
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Figura 16. Curvas de letalidad "in vivo" con dos tratamientos diferentes de meropenem frente a E. coli (A) y S. aureus (B).
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Figura 17, Curvas de letalidad "in vivo" con dos tratamientos diferentes de ciprofloxacino frente a E. coli (A) y S. aureus (B).



Tabla V1. Efecto bactericida total y por hora de cada tratamiento de meropenem y ciprofloxacino frente a E. coli y S. aureus.
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Figura 18. Microfotografias de bacilos de E. coli expuestos a la acci6én "in vivo" de meropenem y ciprofloxacino.
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Figura 19. Microfotograffas de cocos de S. aureus expuestos a la accién "in vivo" de meropenem y ciprofloxacino.
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Figura 20. Frecuencia relativa de las distintas morfologias de E. coli encontradas "in vivo"
tras la administracién de meropenem y ciprofloxacino.
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Figura 21. Frecuencia relativa de las distintas morfologfas de S. aureus encontradas "in vivo"
tras la administracién de meropenem y ciprofloxacino.



Tabla VII. Comparacidn estadistica (T-Student) de diversas combinaciones en los resultados de efecto postantibi6tico (EPA).




V1. Discusion
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La valoracién y discusién de los resultados obtenidos debe ir dirigida hacia la utilidad
de los pardmetros farmacodindmicos en la quimioterapia. Sin embargo, no es posible evaluar
conjuntamente todos estos resultados si primero no lo hacemos de forma independiente, ya
que cada uno de los fenémenos estudiados en este trabajo requiere un andlisis pormenorizado
de la metodologia utilizada.

1. DISCUSION DE 1LOS RESULTADOS DE EPA

El estudio de forma estandarizada de este pardmetro farmacodindmico ha empezado
hace pocos afios, como ya se ha comentado en la introduccién. En este mismo apartado se
ha hecho una relacidn de modelos experimentales tanto "in vitro” como "in vivo", sefialando
los més importantes. Dado que la comparacién de datos depende en gran medida del modelo
utilizado, la discusidon sobre el EPA se centrard en primer lugar en la evaluacién de los
modelos experimentales utilizados para su determinacién, ya que este fendémeno requiere una
metodologia mds complicada que el estudio de los demds pardmetros.

1.1. EVALUACION DE LOS MODELQOS EXPERIMENTALES
1.1.1. Modelo "in vitro"

El método de dilucién utilizado para eliminar el antimicrobiano es uno de los mds
utilizados en la determinacién del EPA "in vitro" (39, 90, 195, 196). Su uso es amplio debido
a su facilidad, rapidez y mejor comparacién con los datos obtenidos con otros autores. El |
unico problema reside en la posible pérdida de UFC cuando el antimicrobiano es muy
bactericida. En nuestros experimentos, ciprofloxacino estuvo en el limite de detectabilidad
cuando se realizé la dilucién 1:1000 después de una hora de exposicién.

El EPA fue determinado mediante el seguimiento del niimero de UFC/ml utilizando
el recuento de viables en placa. Este método ha sido y es ampliamente utilizado por su
relativa facilidad y rapidez (39). Sin embargo, se han atribuido posibles subestimaciones en
el EPA al asumir que hay una correspondencia entre una bacteria y una UFC. Algunos
antimicrobianos (sobre todo en B8-lactdmicos) producen filamentacién, con lo que se tomaria
un filamento (de 2 a 20 células) como una UFC; al dividirse el filamento rdpidamente en
células independientes crearfa un virtual rdpido crecimiento que reducuria el EPA (39, 134).
En el caso de los antimicrobianos aquf ensayados, esto sélo podria ocurrir en el caso de
meropenem y P. aeruginosa, ya que, como veremos més adelante, este antimicrobiano induce
la filamentcién en este microorganismo (108). Otros métodos como el de espectrofotometria
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o el de medida de impedancia son incapaces de medir concentraciones por debajo de 10*
UFC/ml. El de bioluminiscencia del ATP intracelular est4 solo basado en que €l contenido
de ATP es siempre igual en la célula. Este tltimo y el método de cambios en la morfologia
han dado EPA mds prolongados que el de recuento en placa (134).

1,1.2. Modelo "in_vivo"

El modelo de infeccién en muslo de ratén neutropénico utilizado en este trabajo es tal
vez el mds usado en la determinacion det EPA “in vivo" (39, 89, 90, 198). Sus ventajas mds
importantes son: '

- fdcil manejo de los animales.

- facilidad en la extraccién del muslo para la obtencién del mimero de UFC.

- la inmunodepresién permite ver aisladamente la relacion bacteria-antimicrobiano.
- las curvas de control de las concentraciones subinhibitorias comprueban que el EPA
no se debe a la accién del antimicrobiano residual.

- los niveles de antimicrobiano en suero son muy similares a las concentraciones en
el liquido intersticial del musculo del muslo.

Este dltimo punto ha sido estudiado por algunos investigadores (11, 35, 37, 59, 116,
175). Se ha demostrado que en modelos animales con una relaciéon AS/V = 60 (AS = drea
de superficie de contacto entre los capilares y el compartimento que se estudia; V = volumen
de liquido que contiene), los niveles de antimicrobiano en suero son muy parecidos a los
encontrados en tejidos (177). El modelo de infeccién en muslo, al igual que los que utilizan
compartimentos naturales, tienen una relacion AS/V alta. Por tanto, los niveles de
antimicrobiano (y sus metabolitos activos) en suero estimarian relativamente bien las
concentraciones en el fluido intersticial del misculo del muslo (31, 167, 175, 177). Asi
mismo se ha comprobado que la farmacocinética es igual en ratones infectados y normales
ya que no se origina absceso (debido 2 la neutropenia) y el edema producido es minimo
(167), no variando entonces la relacién AS/V.

Las infecciones control de la actividad antimicrobiana residual se han llevado a
cabo utilizando microorganismos en fase de crecimiento exponencial (198), no detectdndose
actividad con ninguno de los antimicrobianos estudiados. Sin embargo, se corre el riesgo de
que bacterias en fase de EPA (tal y como se encuentran realmente en infecciones) si sean
susceptibles de ser inhibidas por estas concentraciones subinhibitorias. Algin antimicrobiano
como lomefloxacino ha sido activo en concentraciones sub-CMI incluso con bacterias en fase
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logaritmica (138). En el caso de otros antimicrobianos, este tema ha de ser estudiado mds a
fondo, ya que el EPA "in vivo" pudiera estar sobreestimado.

1.2. EVALUACION DE RESULTADOS DE EPA "IN VITRO"

1.2.1. Ciprofloxacino

Este antimicrobiano mostré unos valores de EPA altos frente a los tres
microorganismos, siendo sobre P. geruginosa donde el retraso en el crecimiento fue mayor
(3,9 h.). Sin embargo, el efecto bactericida en el momento de la dilucién fue
aproximadamente el mismo para las tres bacterias (de 2,6 a 3 log,UFC/ml). La relacién entre
concentracién/CMI fue mayor en €l caso de E. coli, ya que se ensayaron concentraciones
alcanzadas normalmente en suero, y 0,15 mg/l era muy bajo. De esta manera, pareceria que
el EPA para esta cepa serfa menor en relacién a Ia concentracién/CMI; sin embargo, varios
autores han sefialado que un aumento por encima de 10 veces la CMI no implica un aumento
significativo del EPA (39, 200).

Se han publicado muchos estudios sobre el EPA de este antimicrobiano (34, 69, 146,
164, 186, 192, 210). Los valores mds representativos obtenidos por otros autores (tabla VIII)
estdn en el rango de los presentados en este trabajo, Para S. aureus los EPA fueron de 1,2
a 2,1 horas dependiendo de la concentracién, lo que es similar a las 2,0 horas de nuestros
resultados. Lo mismo ocurre con E. coli, con 1,1-2,5 h. de rango frente a las 2,1 horas de
la tabla II. Sin embargo, para P. aeruginosa nuestros resultados son significativamente més
altos que los de la tabla VIII, aunque nosotros ensayamos €l EPA con 12 veces la CMI y no
4,

1.2.1. Meropenem

Esta sustancia s6lo indujo EPA significativo (> 0,5 h.) frente a E. coli (0,57 h.) y
S. aureus con 2 h. de exposicion (0,65 h.). Frente a P. aeruginosa y S. aureus con 1 h, de
exposicidn, el EPA fue negativo (-0,3 y -0,83 h., respectivamente). Este tiltimo dato presenta
gran interés ya que los $-lactdmicos son generalmente inductores de EPA en Gram-positivos,
mientras que no lo son en Gram-negativos (39). La diferencia entre S. aureus con 1 y 2 h.
de exposicion serfa debida a que la actividad de los B-lactimicos estaria en relacién con el
tiempo sobre la CMI, més que con la concentracién (39, 40, 42).

Los valores negativos estarfan justificados por el rdpido crecimiento de las bacterias
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una vez eliminado el antimicrobiano, Este hecho serfa explicado por varios fendmenos:

- en primer lugar, la posible formacion de aglomerados de células con septo que este
antimicrobiano producirfa en §. agureus en concentraciones iguales a la CMI {figura
6).

- por otro lado, en P. aeruginosa se ha observado la formacién de filamentos debido
a la alta afinidad de meropenem a la PBP 3 de esta bacteria, lo que subestimarfa el
EPA al haber un crecimiento rdpido al eliminar el antimicrobiano (108).

Tabla VIII. Valores de EPA "in vitro” de ciprofloxacino y meropenem
obtenidos por otros autores frente a varios microorganismos.

Son pocos los resultados publicados hasta el momento. Muchos autores que han
determinado el EPA "in vitro" de meropenem han obtenido similares resultados a los nuestros
(tabla VIII). Los valores son cortos tanto para §. aureus como para E. coli, aunque
Hanberger y cols. (99) han encontrado hasta 5,2 h. Con P. @eruginosa se han observado los
EPA mds elevados (2 y 3,9 h.), lejos de las -0,3 h. aquf obtenidos. Este mismo valor ha sido
observado por Odenholt y cols. con esta misma cepa (160). Estos datos contradictorios no
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contrastan con los estudios llevados a cabo con imipenem, con el que se ha demostrado que
induce EPA tanto "in vivo" como "in vitro" frente a varias bacterias Gram-negativas,
particularmente P. aeruginosa (5, 28, 151).

Observando la tabla VII podemos ver que hay diferencias significativas entre el EPA
"in vitro" de ciprofloxacino y meropenem (p = 0,01). Las medias de ciprofloxacino son
claramente mds altas que las de meropenem, siendo la diferencia de aproximadamente 2,4 h.,
lo que responde a lo esperado de cada uno atendiendo al grupo de antimicrobianos a que
pertenecen (39).

1.3. EVALUACION DE RESULTADOS DE EPA "IN VIVO"

1.3.1. Ciprofloxacino

Este antimicrobiano indujo unos amplios EPA sobre los tres microorganismos
estudiados (1,9-3,1 h.). En este caso, fue E. coli ia cepa con un mayor valor de efecto
postantibiético (3,1 h.). Para las otras dos cepas, los valores estuvieron alrededor de 2 h..

El tiempo que ciprofloxacino estuvo sobre la CMI fue alto, alrededor de 2-2,5 h.,
teniendo por ello unos valores de efecto bactericida también altos (2,17-2,70 Log,
UFC/muslo). En ¢l caso de E. coli, el efecto bactericida fue mayor debido a que la relacidn
dosis/CMI era alta (33 x CMI) al igual que en el EPA "in vitro". Sin embargo, los tiempos
sobre la CMI en suero no fueron muy diferentes entre si, debido posiblemente a la alta tasa
de eliminacién en el ratén. La eleccién de esta concentracién se hizo teniendo en cuenta los
niveles que ciprofloxacino alcanza normalmente en suero con dosis terapetiticas.

El mecanismo del EPA de las quinolonas no estd dilucidado todavia, pero parece ser
debido a un dafio no letal que se produce en eI ADN o en la ADN-girasa. Estos
antimicrobianos tienen una accién bactericida y el EPA seria el tiempo que se necesita en
reparar los dafios producidos en 1a célula (70, 134). Guan y cols. (86) han estudiado el EPA
de varias quinolonas desde el punto de vista de la sintesis de ADN, ARN, y proteinas,
observando una correlacion entre la definicion cldsica del EPA y el tiempo que tarda E. coli
en alcanzar los niveles normales de sintesis de ADN.

El posible efecto de las concentraciones subinhibitorias en el alargamiento del EPA
queda descartado al observar las figuras 10, 11 y 12. En ellas se muestra el crecimiento de
bacterias en fase logaritmica inyectadas en ratones control y tratados una vez que el
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antimicrobiano ha descendido de la CMI. Las curvas son similares, no detectindose
diferencias significativas. La falta de actividad de concentraciones sub-CMI puede ser debida
a la alta costante de eliminacién del ratén, unas seis veces la del hombre. Sin embargo, seria
mds conveniente el realizar estos controles con bacterias en fase de EPA, ya que, como
veremos mds adelante, el efecto de las sub-CMI puede ser mayor en esta fase que en la de
crecimiento en fase exponencial (138).

La comparacién con otros investigadores es dificil debido a los pocos datos disponibles
y publicados. Solo frente a E. coli y P. aeruginosa se han encontrado EPA de 2,6 y 3,8 h.
respectivamente (tabla IX). Estos ensayos fueron realizados en el mismo modelo que el
empleado en este trabajo, pero con dosis mayores (3,2 y 50 mg/kg frente a 0,5 y 4 mg/kg).

Las diferencias entre el EPA "in vitro" e "in vive" de ciprofloxacino no fueron
significativas (tabla VII). Aunque para P. aeruginosa el valor de este iiltimo es mds bajo, la
media de los tres microorganismos es de 2,66 frente a 2,26 respectivamente. Este dato
demuestra una buena correlacién entre €l método utilizado "in vitro" € "in vivo" para este
antimicrobiano.

Tabla IX, Valores de EPA "in vivo" de ciprofloxacino e imipenem obtenidos
por otros autores frente a varios microorganismos.

1.3.2, Meropenem

Los EPA inducidos por este antimicrobiano no fueron significativos (> 0,5 h.),
aunque no se observaron velores negativos. Sin embargo, el tiempo que el antimicrobiano
estuvo sobre la CMI fue menor que en €l caso de las ciprofloxacino (de 0,77 a2 0,92 h.), tal
vez debido a la alta vida media de la quinolona frente a meropenem (tabla V). El efecto



Discusion 93

bactericida fue también menor (0,75-0,94 Log,,UFC/muslo), siendo el mds alto frente a P.
aeruginosa. Este pardmetro no parece tener influencia en la duracién del EPA, ya que las

bacterias se recuperaron rdpidamente tras la desaparicién del antimicrobiano (figuras 7, 8 y
9.

Algunos estudios han sefialado que la actividad de los B-lactdmicos estd relacionada
con el tiempo sobre la CMI (39, 40, 42). Si esto es asi, los cortos T > CMI aqu{ obtenidos
podrfan ser los causantes del bajo valor de EPA, Sin embargo, se han dado otras
explicaciones a este hecho: Craig y cols. (39) han indicado que estos antimicrobianos inducen
la formacién de filamentos sobre bacterias Gram-negativas y aglomerados de células en
Gram-positivas; en el caso de meropenem, parece que sobre P. aeruginosa induce
filamentacién (al unirse a la PBP 3), y en E. coli esferoplastos o células sin pared celular
(108). Tanto unos como otros subestimarian el crecimiento al no sobrevivir bien sobre agar
(esferoplastos) o contar un filamento como una UFC. Una vez que el antimicrobiano es
eliminado (T > CMI), los filamentos podrian dividirse rapidamente incrementando el nimero
de UFC/muslo y reduciendo el EPA. En Gram-positivos ocurriria algo similar con los
aglomerados celulares ("clusters"). Esta explicacién ha sido investigada "in vitro" por
Odenholt y cols. (160), mediante la medicién del EPA con dos técnicas distintas (recuento
en placa y medicién de densidad 6ptica), no encontrando diferencias significativas en los
valores de EPA.

El mecanismo de induccién de EPA por este antimicrobiano no estd investigado, ya
que es muy nuevo. Si hay estudios sobre el de imipenem, que tiene unas caracteristicas muy
similares al ser del mismo grupo, e induce EPA sobre bacterias Gram-negativas. En primer
lugar, el EPA representaria el tiempo necesario para la disociacién entre el antimicrobiano
y su objetivo (las PBPs), ademds de un periodo de resintesis de algunas enzimas necesarias
para la divisién bacteriana (61). Sobre este tema se propuso que imipenem causaria EPA al
unirse preferentemente a la PBP 2 en bacilos Gram-negativos (82) al igual que mecilinam,
con el que se habfa detectado un EPA significativo mediante medicién de conductancia
eléctrica. Sin embargo, Majchercyk y cols. (136) y posteriormente Erlendsdottir y cols. (61)
investigaron este hecho utilizando mutantes PBP 2 termosensibles los primeros y recuento en
placa los iltimos, llegando a la conclusion de que el EPA no se debia a la unién a la PBP 2.
Tal vez sea inducido por la gran afinidad de estos carbapenemas a estas proteinas, lo que
haria dificultosa la disociacion antimicrobiano-PBP (134).

El corto y no significativo EPA encontrado con meropenem no se debid a la accién
de concentraciones subinhibitorias, lo que se observa en las figuras 10, 11 y 12. Para E. coli
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se vié un descenso no significativo en la curva de ratones tratados, pero el crecimiento hasta
el final del experimento fue paralelo.

No se han publicado datos sobre el EPA "in vivo" de meropenem hasta la fecha al ser
un antimicrobiano muy nuevo. Sin embargo, el efecto postantibidtico "in vivo" de imipenem
ha sido estudiado por varios autores, mostrdndose en la tabla IX los valores obtenidos asi
como las dosis ensayadas. Como podemos apreciar, €l tinico valor con Gram-positivos (S.
aureus) fue encontrado por Renneberg y cols. (168) (1,8 h.) con un modelo de piezas de
algod6n implantadas en ratones. Sobre Gram-negativos se han realizado més investigaciones
al comprobar que al contrario de los demds B8-lactdmicos, este antimicrobiano inducia EPA
sobre estos microorganismos; de esta forma, sobre P. aeruginosa se ha observado EPA
significativo con los modelos de infeccién en muslo y piezas de algodén (tabla VIII), aunque
las dosis empleadas fueron altas (de 50 a 200 mg/kg). De otro lado, Hessen y cols. no
obtuvieron EPA significativo con un modelo de endocarditis en ratas (101, 102). Con E. coli,
los datos disponibles son igualmente confusos, ya que si Renneberg y cols. hallaron un EPA
de 2,9 h. con el modelo de piezas de algodén en ratén, Gudmundsson y cols. obtuvieron un
valor negativo (-0,1 h.) con el de infeccién en muslo (91). Todos estos datos apuntan a que
el EPA de imipenem sobre Gram-negaﬁvos debe depender de muchos factores o que estd muy
relacionado con el microorganismo estudiado. Del mismo modo, si meropenem se comporta
de manera similar a imipenem, nuestros datos tanto con E. coli como con P. aeruginosa
parecen demostrar que el EPA de este grupo de antimicrobianos es muy corto o no relevante.

Al igual que ocurrfa "in vitro", la diferencia estadfstica entre el EPA "in vivo" de
ciprofloxacino y meropenem fue significativa (p = 0,001, tabla VII). No lo fue cuando la
comparacién se hizo entre el EPA "in vivo" e "in vitro" de meropenem (p = 0,74). Esto
demuestra una buena correlacion entre los métodos utilizados "in vitro" como "in vivo", lo
que se observa al comparar los datos totales "in vitro" e "in vivo" (p = 0,94).

2. EL. EFECTO DE CONCE CIONES SUB-CMI "IN VITRO" E "IN VIVO"

Los efectos de las concentraciones sub-CMI son conocidos desde hace mas de 40 afios
(55). Entonces se sugirié que la penicilina debfa ser adiministrada en dosis continuas para
tener una buena actividad terapelitica. Aunque estudios posteriores han incluido el EPA como
factor a favor de las dosis intermitentes, no puede por si solo explicar el éxito que algunos
tratamientos han tenido con este tipo de dosificacién, ya que la suma de los tiempos de EPA
y tiempo sobre la CMI no bastan para cubrir el intervalo entre dosis (160). Ha sido después
de estas observaciones cuando los efectos de las concentraciones subinhibitorias han empezado
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a ser estudiadas como un pardémetro mds en la evaluacién de cualquier nuevo antimicrobiano.

Los efectos de concentraciones sub-CMI sobre las bacterias son diversos: cambios en
los factores de virulencia (104), en expresién de exoenzimas (84), en la adhesién a superficies
(211), incremento o descenso de fagocitosis por PMNs (163), etc. De entre ellos hemos
estudiado dos que estdn relacionados con €l EPA de forma muy directa: efectos sobre el
crecimiento y la morfologfa de las bacterias.

2,1. E E EL. CRE

Como ya se indicé en la introduccién, el efecto que las sub-CMI tienen sobre los
microorganismos depende el estado en que estas se encuentren (160). En este trabajo, se ha
estudiado este pardmetro sobre bacterias en fase de EPA ya que su efecto podria ser un
complemento al los experimentos de EPA, al alargar la actividad de las concentraciones
supra-CMI.

2.1.1. Meropenem

Como se observa en las gréficas, los efectos de 1, 1/2, 1/4 y 1/8 x CMI sobre E. coli
(figura 1) no son significativos (< 0,5 h., tabla III}). Por el contrario, sobre S. aureus se
inducen unos retrasos en el crecimiento (ECS EPA) significativos incluso con 1/8 x CMI
(1,14 h., tabla III). De igual forma, podemos ver que con la CMI el efecto es mucho mayor
en este ultimo microorganismo que en el primero. Esto indicaria una mayor afinidad de
meropenem por las PBPs de §. aureus que de E. coli, ya que a concentraciones menores se
inhibe mds el crecimiento. No obstante serfa necesario estudiar el efecto sobre bacterias en
fase exponencial de crecimiento (ECS), ya que este valor puede ser menor. Odneholt y cols.
(160) han estudiado estos mismos efectos de meropenem sobre Gram-negativos (P. aeruginosa
y E. coli), encontrando un gran efecto sobre la primera cepa tanto en bacterias en fase de
EPA (ECS EPA) como en crecimiento exponencial (ECS) (14 y 15 h. respectivamente con
0,3 x CMI). Sin embargo, frente a E. coli no se encontraron nada mds que cortos retrasos
(1,7 y 0,2 h respectivamente también con 0,3 x CMI). Estos resultados concuerdan con los
aquf obtenidos y los conseguidos con imipenem (158), en los que frente a P. aeruginosa se
daban valores de 9-10 h. de retraso en el crecimiento con 0,3 x CMI, aunque con E. coli no
se hicieron ensayos. S

Los ECS y ECS EPA se han estudiado también el otros B-lactimicos como
bencilpenicilina, cefcanel, ampicilina, piperacilina, etc. (158, 159). En casi todos se han



Discusién 96

llegado a encontrar ECS EPA mayores que ECS (bencilpenicilina, cefcanel) incluso con
concentraciones de 0,1 x CMI.

El mecanismo de esta mayor accién subinhibitoria en fase de EPA por parte de los 8-
lacatdmicos no se conoce muy bien. Se ha argumentado a favor de una posible inhibicién por
parte de pequefias cantidades de antimicrobiano de las nuevas PBPs sintetizadas tras la accidn
de concentraciones supra-CMI, con lo que el crecimiento serfa inhibido por més tiempo
(160). Sin embargo, el gran ECS y ECS EPA encontrado con imipenem y meropenem frente
a P. geruginosa no se adapta a esta explicacién. Tal vez se deba a una rﬁayor lentitud de esta
especie en la sintesis de estas proteinas junto con una mayor afinidad de estos antimicrobianos
a sus PBPs.

2.1.2. Ciprofloxacino

En este caso, los valores de ECS EPA encontrados son mucho mayores que en el caso
de meropenem. Al contrario que este, E. coli mostré una mayor sensibilidad a las
concentraciones subinhibitorias, encontrandose retrasos de hasta 3,06 h. con 1/8 x CMI (tabla
I11). En las figuras 1B se puede apreciar como ciprofloxacino ejerce una accién bacteriostdtica
tanto con 1/8 x CMI, mientras que con 1/4 y 1/2 x CMI la accién es bactericida. En el caso
de S. aureus, no se encuentra accién bactericida (salvo un ligero descenso de UFC en 1/2 x
CMI), pero hay que puntualizar que el ECS EPA encontrado con todas las fracciones de CMI
- ensayadas son igualmente altos.

Este mayor efecto sobre E. coli puede ser explicado por su mayor sensibilidad, hecho
que se puede obscrvar también en la curva de EPA "in vivo" (figura 7). De todas formas, si
el EPA en quinolonas es debido al tiempo que tardan en repararse los dafios en el ADN o el
periodo necesario para que empiece de nuevo la sintesis de ADN (87), las sub-CMI podrian
ser sufucientes para inactivar e impedir estos procesos, dependiendo tanto de la afinidad por
la girasa en cada especie como de la acumulacién del antimicrobiano dentro de la bacteria.

La dnica quinolona cuyo ECS y ECS EPA ha sido estudiado hasta el momento es
esparfloxacino. Odenholt y cols. (159) encontraron parz este antimicrobiano y dos especies
de Gram-positivos una diferencia significativa entre su ECS y ECS EPA de aproximadamente
3,5 h. con 0,3 x CMI, similares a los aqui obtenidos con con §. aureus con 0,5 x CMI. Con
ciprofloxacino no se han realizado ensayos de ningin tipo con sub-CMI. Por otro lado,
antimicrobianos de otros grupos como teicoplanina, vancomicina y roxitromicina han inducido
también un ECS EPA mayor que ECS, lo que demuestra que el efecto de los antimicrobianos
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en concentraciones subdptimas depende claramente del estado en el que se encuentre la
bacteria. Del estudio de todos estos datos parece observarse una relacién entre un largo EPA
y un amplio efecto bactericida con la induccién de efectos sub-CMI (159, 160), lo que
concordarfa con los datos de este trabajo, donde ciprofloxacino (con mayor EPA y efecto
bactericida) inducirfa mas ECS EPA que meropenem.

El ECS EPA y ECS también ha sido estudiado "in vivo", aunque los datos son pocos.
Sélo se ha estudiado el caso de aspoxicilina, piperacilina y benzilpenicilina (157, 161),
observdndose un alargamiento del EPA "in vivo" cuando no se inyectaba B-lactamasa para
inactivar el antimicrobiano. Sin embargo, estos estudios no se han realizado con otros grupos
de antimicrobianos, con los que es m4s dificil inactivar el agente mediante enzimas. El efecto
"in vivo" se producirfa con antimicrobianos con larga vida media, con los que habria que
realizar controles para discernir el EPA y el ECS.

22. E T BRE LA M LOGIA BACTERIANA

Los cambios en la forma y la ultraestructura de las bacterias han sido estudiados por
otros autores tanto “in vitro” como "in vivo", como ya se indicd en la introduccién. Los
modelos utilizados "in vive" han corroborado en gran manera los datos obtenidos mediante
las técnicas empleadas "in vitro", con algunas diferencias. Parece que los resultados se
ajustan mejor si la técnica "in vitro" de membranas es empleada, ya que proporciona una
superficie s6lida para el crecimiento de las bacterias, mas parecido a la realidad "in vivo"
(132). Las diferencias encontradas se pueden deber a la dificultad que existe "in vivo" de
mantener concentraciones sub-CMI, ya que casi siempre se requiere alcanzar previamente
niveles por encima de la CMI.

Los efectos de meropenem y ciprofloxacino sobre la morfologia de los
microorganismos ensayados han sido estudiados mediante dos técnicas estindar muy utilizadas
y que permiten una comparacién entre ellas y con los datos de otros autores, aunque ios
disponibles son pocos. El modelo "in vivo" permite la observacién de los microorganismos
cuando los niveles de antimicrobiano se encuentran en niveles sub-CMI, y la técnica de
membranas "in vitro" asegura una exposicién directa y en condiciones muy parecidas a las
infecciones "in vivo". Los dos grupos de antimicrobianos a los que pertenecen las sustancias
aqui estudiadas inducen unos efectos en la morfologia mds visibles que otras clases de
antibiéticos.



Discusidn 98

2.2.1. Meropenem

A.- En el caso de E. coli se observa que la forma predominante en los experimentos
"in vitro" es la de esferoplastos o formas celulares con la pared celular debilitada y
redondeadas. Todas las concentraciones ensayadas indujeron la formacién de estas estructuras,
siendo en 1/4 x CMI donde mayor porcentaje se observa, aunque las variaciones no son
significativas (1-5%, figura 5). La morfologia normal (control) fue la de bacilos de 1 24 um,
cuya frecuencia llegé casi al 100%.

En los experimentos "in vivo" también se advierte este mismo efecto, ilegando la
frecuencia de aparicién de formas cocoides hasta casi el 95%. Sin embargo hay que matizar
que si bien la frecuencia de aparicién de formas bacilares tipicas (1-4 um) de E. coli en los
controles "in vitro" fue casi del 100%, en los ensayos "in vivo" estuvo repartida al 50% entre
formas cocoides (1 pm) y bacilos (1-4 um, figura 20). Esta diferencia puede ser debida a la
mayor dificultad de crecimiento de las células en la infeccién "in vivo”, ya que los nutrientes
son mds escasos.

El mecanismo por ¢l cual se producen estos cambios en la forma de las bacterias estd
muy directamente relacionado con el mecanismo de accién de este antimicrobiano. Como ya
se indicé en la introduccién, meropenem actiia inhibiendo la funcién de las PBPs, cuya accién
es la de participar en la construccion de la pared celular (188). En el caso de E. coli, la
mayor afinidad por la PBP2 observada por los carbapenemas es la causa de que se forman
esferoplastos (61, 132, 136). Estas estructuras pueden ser también conseguidas utilizando un
antimicrobiano que se una a la PBPla o 1b, pero estos esferoplastos son rdpidamente lisados
al ser osméticamente inestables. En el caso de imipenem, también se pueden ver esferoplastos
con concentraciones subinhibitorias, ya que también tiene una alta afinidad por la PBP2 de
E. coli (81, 96, 98,). Otros antimicrobianos que se unen a la PBP2 también inducen la
formacién de estas estructuras, como mecilinam (139, 97). Las funciones de cada PBP
esencial (1a, 1b, 2 y 3) en E. coli han sido estudiadas por varios autores y se conocen muy
bien (45). La la y 1b estdn relacionadas con la elongacién de la bacteria; la PBP2 con la
forma, y la 3 con la formacién de septos y divisién de la célula. De esta manera, meropenem
causa los esferoplastos al inhibir la PBP2, pero no causa lisis al ser las célula estables
osmdticamente. En el caso de P. aeruginosa, se ha comprobado que la finidad es mayor por
la PBP3 (108), lo que causa una filamentacién al inhibirse la formacién de septos con que se
divide la célula.

La filamentacién es la morfologia inducida méds cominmente observada "in vitro" e
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"in vivo" sobre Gram-negativos entre los B-lactimicos (22, 45, 81, 96, 97, 98, 130, 131,
133, 176, 205). Antimicrobianos como penicilina, ampicilina, cefotaxima, piperacilina y otros
mds actuales como ceftibuten (22) producen filamentos de hasta 50 um, causados por la
inhibicién de la formacién de septos y posterior divisién (45). En la tabla X se detallan los
tipos de morfologfas encontrados en E. coli con varios antimicrobianos B-lactimicos, asi
como ia PBP que es preferentemente inhibida. No se observan variaciones entre los ensayos
"in vivo" e "in vitro", aunque hay pocos datos para comparar.

Tabla X. Tipos de morfologia de E. coli encontrados con algunos antimicrobianos B-
lactdmicos y PBP por la que tuvieron mayor afinidad.

B.- Con S. aureus se observa que los cambios morfolégicos inducidos "in vitro" por
las sub-CMI de meropenem no son tan concluyentes como ocurrfa con E. coli. Las
frecuencias de formas anormales (aglomerados celulares > 1 um) estuvieron alrededor del
2-5% con 1/2 y 1/4 x CMI, siendo del casi 50% con la CMI. La forma tipica fue la de coco
con 1 um de didmetro, siendo su frecuencia en los controles de! 100%. Se tomé este limite
de didmetro al observar que las formas cocoides no sobrepasan este valor en la mitad de la
divisién, dando a entender que por encima de este niimero son varias las células hijas que no
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pueden separarse (132).

En los experimentos "in vivo" se observa el mismo patrén de morfologia, siendo los
porcentajes de formas anormales aproximadamente de un 7-8%, aunque en los controles -
también aparecen estos aglomerados en un porcentaje bajo (2%). Este ultimo valor en los
controles puede deberse, al igual que con E. coli, a la mayor dificultad de las células en
encontrar los nutrientes necesarios para su crecimiento, 1o que puede retrasar la divisién de
las células hijas.

El mecanismo por el cual se producen estos cambios en Ia morfologia de la bacteria
es bdsicamente el mismo que para E. coli. La unién e inhibicién de las PBPs del
microorganismo es la causante de estos efectos, ya que se bloquean procesos enzimdticos
necesarios en la sintesis de componentes de la pared. El papel de estas PBPs es distinto sin
embargo en los Gram-positivos que en los Gram-negativos (73). Las PBPs 1 y 4 de §. aureus
no parecen ser esenciales, ya que se han encontrado mutantes viables para cada una de ellas
(100); sin embargo, las PBP 2 y 3 tienen una actividad esencial en la formacidn de septos y
el grosor de la pared (100).“Meropenem parece tener una alta afinidad por la PBP 2, pero no

por la 3 (108). La baja frecuencia de aparicién de formas anémalas (con septos incompletos)
seria debido a la inhibicién de esta PBP 2, ya que la 3 seguiria activa.

No existen estudios sobre la morfologfa "in vitro” o "in vivo" de bacterias Gram-
positivas con meropenem ni con imipenem. Sin embargo, la afinidad de imipenem por la PBP
3 de S. aureus es mucho mayor que la de meropenem (108), lo que hace pensar que los
cambios en la morfologia serdn més drdsticos que los encontrados en este trabajo. En la tabla -
XI se enumeran la morfologia encontrada tras la exposicién de S. aureus a concentraciones
sub o supra-CMI de varios antimicrobianos B-lactimicos. Como se puede apreciar, los
patrones de morfologfa son bastante iguales, ya que las PBPs esenciales de este
microorganismo son sélo 2, como se explicé anteriormente, pudiendo inhibirse la formacién
de septos o el engrosamiento de la pared celular (100).
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Tabla XI. Tipos de morfologia de S. aureus encontrados con algunos antimicrobianos -
lactdmicos.

L

2.2.2. Ciprofloxacino

A.- En los ensayos "in vitro" frente a E. coli, ciprofloxacino indujo la formacién de
filamentos y formas elongadas. Con 1/2 x CMI, la mayor frecuencia se di6 en formas
elongadas de 4-10 pm, seguido de filamentos cortos (10-20 xm) y una pequeiia cantidad de
filamentos largos (> 30 um, figura 5B). Sin embargo, con 1/4 x CMI la frecuencia mds alta
fue principalmente la de formas elongadas de 4-10 um (casi un 70%), siendo los ﬁlamentos
tanto largos como cortos menos frecuentes que con la anterior concentracién. Con la CMI
las frecuencias fueron aproximadamente las mismas que con 1/2 x CMI, aunque se
encontraron el doble de filamentos largos. Los controles mostraron una morfologia tipica de
bacilos de 1-3 um, con una pequeiia fraccién de elongados (4-10 um) que corresponden a
bacterias en fase de division.

Con el modelo “in vivo" los resultados son significativamente diferentes a los
encontrados "in vitro". Como se comentd con meropenem, los controles mostraron una
morfologia cocoide en un 45-50%, tal vez debido a la mayor dificultad en el crecimiento de
estos microorganismos (figura 20)(132). Aun asi, ciprofloxacino indujo la elongacién de estas
formas celulares, bajando la frecuencia de cocos hasta el 30% y encontriandose formas
elongadas en un 15-17%, frente a un 1-2% del control. No obstante, no se observaron
filamentos cortos ni largos.
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El mecanismo por el cual se producen estas formas elongadas no puede ser el mismo
que en el caso de los B-lactdmicos, ya que las quinolonas no se unen € inhiben a las PBPs.
Las quinolonas actiian inhibiendo la actividad de superenrrollamiento de la ADN-girasa, como
ya se indic6 en la introduccién, aunque no se conozcan bien los lugares especificos de unién
(ADN o girasa). La muerte celular se produciria mediante la activacién del mecanismo SOS
de reparaciéon del ADN y la produccién de exonucleasas, aunque en ciprofloxacino y
norfloxacino parece haber otro mecanismo que no requiere la sintesis de ARN y proteinas
(141). La variacién en la morfologia parece tener también una relacién con el sistema SOS
de reparacién del ADN. Segin Diver y cols. (50), la induccién de este sistema inducirfa la
produccién de enzimas inhibidoras de la divisién celular, vfa activacién de los genes Sul A
y B, observdndose como resultado la elongacién de la célula, Esto seria un efecto no
directamente relacionado con la muerte celular, ya que segiin observaron, la tasa bactericida
de ciprofloxacino era principalmente inhibida con cloranfenicol a concentraciones donde los
filamentos eran cortos. Ademads, tras 24 minutos de exposicién, los microorganismos no eran
ya viables, mientras que la filamentacién comenzaba después de 1 hora de tratamiento.

Ese mismo trabajo y otros (50, 87, 130, 131) se ha observado la induccién de
filamentos por ciprofloxacino y otras quinolonas. En algunos de ellos se utilizaban
concentraciones sub-CMI mientras que en otros las bacterias se observaban en fase de EPA,
tras una exposicién a concentraciones iguales o superiores a la CMI. No hubo diferencias sin
embargo en el tipo de morfologia encontrada, lo que indicaria que el EPA se debe a una
accién residual de una exposicion previa al antimicrobiano (81).

Por otro lado, al exponer E. coli a la accién de altas concentraciones de
ciprofloxacino, Diver y cols. (50) encontraron que la filamentacién era muy baja, halldndose
la mdés alta frecuencia de filamentos en concentraciones cercanas a la CMI. Esto seria debido
a que las quinolonas a altas concentraciones inhiben la sintesis de ARN, con lo que no se
podrian expresar los genes Sul A y B responsables de la elongacién al inhibir la divisién,
Existiria, al igual que con la accion bactericida, un "efecto paradéjico” en la induccién de
filamentacion (50). La induccién de cambios morfolégicos de quinolonas "in vivo" no ha sido
estudiada hasta el momento.

En cuanto a la , forma de las células encontrada en controles "in vivo", este
microorganismo crecié con una morfologfa normal de bacilo de 1-3 um en controles hechos
por Zak y cols. (205) o Ryan and Monsey (176), al estudiar la accién de ampicilina en un
modelo en conejos y de varias cefalosporinas en ratones. Sin embargo, se han publicado casos
en los que la morfologia tipica de varios microorganismos ha cambiado en infecciones en
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humanos que no habfan sido tratados con antimicrobianos (125).

B.- Con S. agureus, los ensayos "in vitro" muestran una induccién de aglomerados
celulares iguales a los encontrados con meropenem, si bien su frecuencia es mayor (figura
6B). Con la CMI, los valores fueron aproximadamente los mismos que para el B-lactdmico,
pero las frecuencias observadas para 1/4 y sobre todo con 1/2 x CMI son claramente
superiores.

"In vivo" también se puede observar una mayor frecuencia de aglomerados celulares
en comparacién con meropenem (figura 21), siendo este tipo de morfologfa el doble que en
ese antimicrobiano. No obstante, este valor puede ser considerado como bajo ya que no pasa
del 15%. Si cabe subrayar que en los controles se encontré una pequefia frecuencia de formas
anormales (2-3%), que pueden ser debidas a la mayor lentitud en la divisién de las células
en el lugar de la infeccién, al ser medio menos rico en nutrientes.

La induccién de estos cambios en la morfologia de S. aureus tiene probablemente el
mismo mecanismo que en el caso de E. coli: la induccién de genes que inhiben la divisién
por parte del sistema SOS de reparacién de ADN. No obstante, esta teoria no ha sido
investigada ni confirmada, aunque los efectos que se observan son realmente los mismos que
los que ocurren en E. coli: 1a formacién de aglomerados que contienen células hijas que no
han podido separarse. No se conocen los genes implicados ni parece haberse aislado los
productos de estos genes.

Solamente se ha publicado un estudio con ciprofloxacino y S. aureus (80), pero en ese
caso la morfologfa se estudié tras una exposicién a concentraciones superiores a la CMI (en
fase de EPA). Se encontraron frecuencias de hasta un 80% de formas entre 0,8 y 1,2 um.
Frente a S. aureus meticilin-resistentes se observaron las mismas frecuencias con exposicién
continua a ciprofloxacino (81). Esto sugiere, como ya se comentd anteriormente, que los
cambios morfoldgicos que se pueden observar en fase de EPA son practicamente los mismos
que los que se ven con concentraciones sub-CMI, ya gue estan intimamente relacionados con
el mecanismo de accién del antimicrobiano (81).
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3. ACTIVIDAD DE MEROPENEM Y CIPROFLOXACINO EN CURVAS DE
LETALIDAD "IN VIVO"

La finalidad de estos experimentos "in vivo" son diferentes para cada antimicrobiano,
como ya se ha comentado en el apartado de métodos. En el caso de meropenem, al carecer
de un EPA significativo, las curvas de letalidad "in vivo" se centraron en la comparacién de
dos regimenes de dosificacién distintos en los que el parimetro farmacocinético T > CMI
era diferente. Con ciprofloxacino, el EPA era significativamente largo como para comparar
dos dosificaciénes en las que una de ellas tenfa en cuenta el EPA.

3.1. MEROPENEM

Con este antimicrobiano, los resultados con los dos microorganismos ensayados han
sido diferentes. Por un lado, con S. aureus se consiguié el mismo efecto terapetitico con las
dos dosificaciones administradas (figura 16, tabla VI): solo hubo una variacién de 0,2 log,,
UFC/muslo entre las dos curvas. Con E. coli sin embargo, el tratamiento A (20 mg/kg cada
3 h.) fue més eficaz que el B '(40 mg/kg cada 6 h.), con una diferencia entre los dos de 1,1
log,, UFC/muslo. E! efecto bactericida fue de dproximadamente de 2,5 log,, UFC/muslo,
excepto en el caso de E. coli con el tratamiento B.

Los tiémpos sobre la CMI fueron distintos en los dos tratamientos: en el A se
mantuvieron durante todo el experimento (10 h.), mientras que en ¢l B descendian de la CMI
en la hora 5 o 6 aproximadamente. Ademds, las concentraciones méaximas también fueron
diferentes, siendo la del B mayor que la det A. En el caso de E. coli, parece que el T >
CMI es el pardmetro que se relaciona con la eficacia, pero con S. aureus no parece tener
relacion, ya que los tratamientos rinden igual efecto bactericida. De todas formas, también
pﬁede jugar un papel importante la concentracién mdxima. Sin embargo, las curvas
mostrarian entonces un efecto inicial mayor en las primeras horas, lo cual no se observa en
la figura 16A y B.

Los experimentos realizados por otros investigadores difieren en la metodologia
utilizada. Aunque la mayorfa utiliza el modelo de infeccidn en ratdn neutropénico, los grupos
experimentales son mds que los empleados en este trabajo. Vogelman y cols. (197) estudiaron
la correlacién existente entre la actividad de varios antimicrobianos y sus pardmetros
farmacocinéticos al igual que este trabajo, pero utilizando una mayor gama de dosificacidnes
en un periodo mds largo (hasta 24 h.), lo cual les permitfa realizar un andlisis multilineal de
regresién. Los antimicrobianos B-lactimicos analizados se correlacionaban bien con el tiempo
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sobre la CMI, aunque ningiin carbapenema fue ensayado (tabla XII). Este mismo proceso fue
llevado a cabo por Craig y cols. (38) con algunos otros antimicrobianos de este mismo grupo
y de los aminoglicésidos (gentamicina y netilmicina), incluyéndose entre los primeros a
imipenem. De nuevo el pardmetro asociado fue el tiempo sobre la CMI. Por otro lado,
Fluckiger y cols. (66) utilizaron también el modelo de infeccién en ratén neutropénico para
estudiar este mismo efecto con imipenem, pero se realizé simulando la farmacocinética
humana mediante posteriores administraciones que mantenfan los niveles mds tiempo sobre
la CMI. Los resultados fueron iguales, siendo T > CMI el pardmetro asociado a la mayor
actividad frente a E. coli y P. aeruginosa. Otros trabajos parecen corroborar estos datos (67).

Sin embargo, de nuevo Craig y cols, observaron en otro ensayo "in vivo" (42) que
para los carbapenemas la actividad era menos dependiente de este pardmetro farmacocinético
que en el caso de penicilinas y cefalosporinas. Tal vez sea la induccién de EPA de este grupo
de antimicrobianos el hecho que les diferencie de los demds B-lactimicos en cuanto a esta
menor dependencia de T > CMI, ya que este retraso en el crecimiento impediria que los
microorganismos recrecieran cuando los niveles en suero estdn bajo la CMI.

Tabla XII. Pardmetros farmacocinéticos asociados a la actividad de varios antimicrobianos
frente a microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos.
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3.2, CIPROFLOXACINO

Los ensayos "in vivo" llevados a cabo con ciprofloxacino indican que el EPA de este
antimicrobiano es lo suficientemente largo como para cubrir el tiempo que los niveles en
suero estdn bajo la CMI. En la figura 17 y la tabla VI observamos que las curvas de letalidad
son paralelas, aunque para E. coli se ve un aumento brusco del tratamiento B en la hora 8.
Sin embargo, en la hora 10 los recuentos son muy similares a los encontrados con el
tratamiento A, estando los valores de efecto bactericida en torno a los 3,5 log,, UFC/muslo.
Para S. aureus las reducciones en el crecimiento fueron menores, alrededor de 1,8 log,,
UFC/muslo, lo cual es debido a la menor actividad de este antimicrobiano frente a esta cepa.

En estos resultados se muestra que el coste de antimicrobiano en el tratamiento A
puede ser la mitad sin que la actividad frente a estas dos cepas se pierda significativamente.
En este caso, los largos EPA encontrados "in vivo" con ciprofloxacino (3,1 y 1,9 para E. coli
y 8. aureus respectivamente) son muy similares a los tiempos que los niveles en suero se
mantuvieron sobre la CMI de estos microorganismos (tabla IV), lo que permite reducir la
dosis total a la mitad. De todas formas, se necesitarfan més ensayos con mayor mimero de
administraciones en un tiempo mayor (tratamientos largos) para comprobar si estos resultados
son vdlidos.

No se han llevado a cabo experimentos similares a este con ciprofloxacino. Por otro
lado, otros investigadores han llevado a cabo ensayos para estudiar la relacién entre la
actividad y distintos pardmetros farmacocinéticos de ciprofloxacino y otras quinolonas,
teniendo en cuenta que el EPA ayudarfa a cubrir periodos interdosis en dosificaciones
intermitentes. Utilizando otros modelos animales (septicemia y neumonia en ratas
neutropénicas), Roosendaal y cols. (172, 173), han encontrado que la actividad de este
antimicrobiano es dependiente de la dosis total administrada, sea cual sea la frecuencia de
administracidn; una alta eficacia se puede observar en estos estudios con dosificaciones en
las que el tiempo sobre la CMI solo cubre un 25% del tiempo inter-dosis, siendo el EPA el
que impide el crecimiento en el restante 75%. De todas formas, se necesitan un mayor
nimero de ensayos con quinolonas para demostrar estos resultados con un mayor nimero de
microorganismos.

4, 1OS PARAMETROS FARMACODINAMICOS EN 1.0S REGIMENES DE
DOSIFICACION

En el estudio de los nuevos antimicrobianos se han de tener en cuenta todos los



Discusion 107

pardmetros que pueden influir tanto en su actividad como en otros factores como toxicidad,
coste econémico, etc. Hasta hace poco tiempo sin embargo, la actividad de una sustancia
solamente era medida y tenida en cuenta casi exclusivamente por su CMI. La eficacia se crefa
adecuada cuando se alcanzaba una concentracién superior a este factor durante el mayor
tiempo posible (39, 134). Por otro lado, pacientes que tenian problemas con la toxicidad de
algunos antimicrobianos presentaban un gran obstaculo a la terapevitica ya que se pensaba que
la actividad de estos compuestos no era éptima.

Desde hace unos quince afios hasta nuestros dfas se vienen investigando diversos
fenémenos que tienen una relacién muy directa con la actividad de los antimicrobianos en la
clinica. Las técnicas utilizadas en principio para estudiarlos han ido purificdndose y
estandarizindose progresivamente, a la vez que han aparecido otras més nuevas que han
corroborado los datos ya encontrados. A las investigaciones "in vitro" han seguido los
estudios "in vivo" que han corroborado bastante bien los datos observados. Todos estos
"nuevos efectos” estdn siendo incorporados en el estudio de nuevas sustancias; al mismo
tiempo, el conocimiento de su accién con las sustancias ya conocidas y ampliamente utilizadas
da un nuevo enfoque a la quimioterapia. '

Cada fendmeno estudiado en este trabajo, asi como otros relacionados, tienen un
efecto por s solos en la accién de los antimicrobianos sobre las bacterias, aunque
posteriormente su observacién se encuentre muy estrechamente relacionada con los otros. De
la comprensién de la importancia de cada uno de ellos depende la visién global que podamos
tener de la accidn de estas sustancias.

4.1. EFECTO POSTANTIBIOTICO

El conocimiento del EPA de un antimicrobiano puede ayudar en gran medida al
establecimiento de un tipo de dosificacidn que sea eficiente frente a determinados
microorganismos. Sustancias que induzcan en general un EPA significativamente alto podrian
ser administradas de una forma menos continua sin miedo a perder efectividad, lo que
representarfa un ahorro en todas las facetas de la clinica (toxicidad para el paciente,
econdémico, etc). Desde este punto de vista, los aminoglicdsidos, las quinolonas y los
macrolidos serfan las sustancias que requerirfan una mds espaciada dosificacién, ya que su
EPA frente a la mayorfa de los microorganismos es alto (39). Los B-lactdmicos no muestran
un significativo EPA con casi ninguna bacteria (excepto con algunos Gram-positivos), lo que
induce a pensar que su administracién debe ser lo mds continua posible en orden a no perder
eficacia, a menos que otros pardmetros farmacodindmicos suplan este defecto. De entre este
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grupo de antimicrobianos, los carbapenemas son los unicos que podrian espaciar su
administracién, ya que se ha demostrado un EPA significativo frente a bacterias Gram-
negativas.

Una de las mds frecuentes préicticas en la clinica es la de la utilizacién de
combinaciones de antimicrobianos para cubrir un amplio espectro de microorganismos. La
coadministracién de un B-lactdmico con un aminoglicésido es una de las combinaciones més
eficaces en algunas infecciones. Algunos investigadores (92, 201) han demostrado tanto "in
vitro” como "in vivo" que antimicrobianos que por sf solos inducen EPA pueden, cuando son
utilizados conjuntamente, mostrar un efecto tanto aditivo (suma de EPA) como indiferente (no
interferencia entre ellos). Por ejemplo, imipenem y tobramicina muestran un 79-85% mds de
EPA que el mayor de los dos frente a P. aeruginosa, pero no afecta la duracién de éste
cuando es administrado junto con gentamicina frente a E. coli, ya que no muestra un EPA
significativo frente a esta cepa. Estos estudios deberfan ser ampliados con la realizacién de
tratamientos largos (con varias dosis) en modelos animales (92, 115).

En el caso de meropenem, al ser un antimicrobiano no comercializado, no existen
unos regimenes de administracién definidos. Sin embargo, seglin algunos estudios
farmacocinéticos (12), una dosis de 1000 mg puede mantener los niveles en suero por encima
de 1 mg/l (superior a la CMI de muchos microorganismos) durante un periodo de 6 horas.
Con una dosis de 250 mg, este perfodo seria de 3 horas. Dado que este antimicrobiano no
muestra un EPA significativo frente a ninguna de las tres cepas ensayadas en este trabajo y
otros (160), la inclusién del estudio del efecto postantibi6tico en la dosificacién de
meropenem apoyarfa una administracion lo mds frecuente posible para mantener sus niveles
en suero por encima de la CMI durante el tratamiento. No obstante, los datos obtenidos "in
vitro" por algunos autores con algunas cepas (151) apoyarian un mds amplio estudio de este
efecto con este antimicrobiano. En la coadministracién con otros antimicrobianos, como los
aminoglicésidos, meropenem no aumentaria el EPA de éstos, ya que con imipenem no parece
que exista sinergismo (92).

Ciprofloxacino es una sustancia muy utilizada en la quimoterapia antimicrobiana. La
dosis depende del tipo de infecci6n, pero varia entre 200-1000 mg por dfa. La administracién
suele ser 2 veces diarias, aunque en muchos casos se recomienda la dosis dnica cuando
existen problemas (renales, avanzada edad). El EPA de este antimicrobiano impediria en estos
casos una pérdida de eficacia; ademds, apoyarfa una dosificacion unica diaria, aunque en las
infecciones graves seria recomendable mantener las 2 dosis diarias, dependiendo del
microorganismo causante.
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4.2. FARMACOCINETICA

Como se ha demostrado en este y otros trabajos (66, 197), existe una relacién entre
la actividad de un antimicrobiano y ciertos pardmetros farmacocinéticos. Esta relacion es
debida en parte a las caracteristicas particulares de cada antimicrobiano: su mecanismo de
accién, estructura quimica, metabolismo, etc.

Parece haber también una correlacion entre estos pardmetros y la duracién del EPA
(39); mds aln, esta relacién parece ser idéntica a la encontrada con la actividad del
antimicrobiano. De esta manera, un antimicrobiano cuya actividad dependa de la dosis total
y posea EPA, también tendrd un EPA mayor cuanto mayor sea ia dosis total. Asi, si
aumentamos la dosis, estamos aumentando la actividad y el EPA, maximizando su
efectividad.

Si bien la relacién farmacocinética-actividad es caracteristica de cada antimicrobiano,
existe una correlacién entre ciertos datos farmacocinéticos y los grandes grupos de
antimicrobianos. Los B-lactdmicos parecen estar muy relacionados con el tiempo en que se
mantinene sobre la CMI en suero, como ya hemos visto (66, 99, 197). Sin embargo, los
carbapenemas parecen tener una menor dependencia de este pardmetro que las penicilinas
o cefalosporinas (42). Meropenem tendria mayor eficacia entonces si fuera administrado de
forma continua, ya que se maximizaria el tiempo sobre la CMI y su actividad. Sin embargo,
en nuestros experimentos s¢ observa que con §. qureus hay una buena actividad aun cuando
el tiempo sobre 1a CMI es distinto en los dos tratamientos (figura 16). Esto podria ser debido
a esa menor dependencia de este pardmetro dentro de los B-lactAmicos. Apoyando esta idea
se han observado algunos éxitos terapetiticos con imipenem administrado intermintentemente
en pacientes neutropénicos (123). La discusién de la posible dosificacion intermitente de los
carbapenemas es hoy en dfa un tema de la médxima actualidad (58, 99).

Ciprofloxacino por el contrario, parece tener una relacién con la dosis total (ABC)
y la concentracién médxima (C.y) (4, 19, 30, 48, 76, 120, 149, 197, 209). De esta forma,
este antimicrobiano podria ser administrado mas espaciadamente si aumentdramos la dosis
(500 mg/dfa en vez de 250 mg/2 veces dia) (193, 194), ya que su actividad serfa mayor. A
su vez, ¢l EPA aumentaria al ser también dependiente de la dosis total, lo que permitirfa
cubrir mejor el espacio entre dosis (16).
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4.3. CONCENTRACIONES SUB-CMI

El efecto de estas concentraciones es impotante, como se ha dicho anteriormente,
debido a que siempre se encuentran tras la administracién de un antimicrobiano. Desde este
punto de vista, su posible accién ayudaria a que los microorganismos no recrecieran cuando
los niveles descienden de la CMI.

Los efectos sobre bacterias en fase de EPA (ESC EPA), es un fenémeno que responde
a la realidad que se encuentra "in vivo", y sus valores son significativamente mayores que
los observados sobre bacterias en crecimiento exponencial (160). Muchos antimicrobianos de
todas las clases han mostrado valores muy significativos de ESC EPA tanto "in vitro" como
"in vivo" frente a una gran variedad de microorganismos. De nuevo parece que existe una
relacién con la actividad (160), de tal forma que las clases de antimicrobianos mds activas
(aminoglicésidos, quinolonas, macrélidos) tendrfan unos efectos significativamente mayores
que las menos bactericidas (B-lactimicos). Meropenem induce un ESC EPA relativamente
grande frente a P. aeruginosa (160) y S. aureus (figura 2), pero no frente a E. coli (figura
1). Se necesitarfan mds investigaciones para confrontar estos datos. De todas formas, no
alcanzan valores como los de los aminglicésidos (10-22 h.) (33), lo que indicaria que este no
debe ser un pardmetro que apoye la dosificacién intermintente, al menos no con todos los
microorganismos. Ciprofloxacino s{ muestra unos valores significativamente altos como para
que su efecto sea apreciable tras la administracién de un antimicrobiano. Junto con el EPA
cubrirfan de forma eficaz ¢l perfodo entre dosis.

4.4. CAMBIOS MORFOLOGICOS

La morfologia bacteriana tiene un efecto indirecto sobre la muerte de los
microorganismos. La induccién de formas anormales (aglomerados, esferoplastos, filamentos)
deben influir en la funcién de las células polimorfonucleares (PMNSs), alterando sus funciones
de fagocitosis. Los filamentos, observados con muchos antimicrobianos (ciprofloxacino y 8-
lactamicos), parecen oponer una barrera a la fagocitosis al medir hasta 50 veces el tamaiio
de un bacilo normal. Sin embargo, algunas observaciones apuntan a que es todo lo contrario:
se fagocitan incluso mejor. Lorian y cols. (126, 128) encontraron que E. coli y P. aeruginosa
eran mds eficientemente fagocitados en forma de filamentos, ya que es mds rdpido encontrar
un filamento de 30 o 40 células unidas que 30 o 40 bacilos aislados. Mediante un modelo
estadistico demostraron que en términos de probabilidades, es més probable encontrar un
filamento que el mismo nimero de células aisladas (133). El tamafio de! filamento no parece
ser un problema para los PMNs, segin los estudios microcinematograficos hechos por estos
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autores.

Los esferoplastos no han sido estudiados en su relacion con Ia fagocitosis. De todas
formas, no parece que tengan ninguna relacién con ella, ya que son células aisladas con la
misma probabilidad de encontrarse con los PMNs que las célula normales. Sin embargo, tras
su ingestién, serian mejor digeridos al tener la pared celular muy debilitada. Los
aglomerados celulares encontrados con S. gureus serfan por el contrario un impedimento tras
la fagocitosis, puesto que las células no separadas que estuvieran en el centro estarfan
protegidas de la digestién enzimdtica y sobrevivirfan mds tiempo (132, 133).

Segun estos patrones, meropenem no alteraria la fagocitosis de E. coli sino la
digestién intrafagosémica, mientras que ciprofloxacino podria incrementar la fagocitosis de
este microorganismo. Con S. aureus, los dos antimicrobianos no tendrfan influencia en al
fagocitosts, y tal vez ejercerfan un efecto que permitirfa a esta bacteria sobrevivir més tiempo
dentro de la célula.

Sin embargo, hay otro efecto que tendrfa una relacién muy directa con este tema: la
actividad intracelular de ciertos antimicrobianos. Tanto ciprofloxacino como meropenem
parecen tener una buena penetracién y acumulacién dentro de los PMNSs, asf como alta
actividad dentro de los leucocitos, macréfagos y monocitos (26, 44, 57), lo que ayudaria a
una mejor accidén contra las células ya fagocitadas. No obstante, se necesitan mds
investigaciones sobre estos efectos para una posible aplicacién en la dosificacién de estos
antimicrobianos.

4 TRAS CONSIDERACI SOBRE REGIMENES _DE
DOSIFICACION

Hay otros efectos que podrian ser incluidos en el disefio de nuevos regimenes de
dosificacion, tales como:

- efectos de las sub-CMI sobre la virulencia
- efectos de las sub-CMI sobre la adhesién
- posible efecto refractario de algunos antimicrobianos

Estos estudios no son recientes y han dado resultados interesantes. Sin embargo, son
mds bien fenémenos que aparecen durante el tratamiento y que no afectarian a la dosificacién
en sf.
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Fuera de los efectos de la farmacodindmica, el estado de los pacientes es uno de los
mayores impedimentos en la correcta administracién de los antimicrobianos. La insuficiencia
renal o la toxicidad de estas sustancias hacen que las administraciones tengan que ser
espaciadas e incluso suspendidas para no causar efectos secundarios graves. Todos los
pardmetros indicados en el punto anterior influirian de forma favorable en un espaciamiento
de la dosis, lo que reducirfa la perdida de eficacia. Ya que las defensas del huésped son parte
muy importante del éxito de un tratamiento terapeiitico, habria que considerar a una parte de
los pacientes que no poseen capacidad defensiva debido a sus enfermedades (tumores, SIDA,
etc.). La dosificacion deberfa ser diferente segin ¢l estado del sistema inmunitario.

A) Pacientes inmunocompetentes: la posible accién de los antimicrobianos
incrementando la fagocitosis y digestién de los microorganismos serfa una importante baza
en este tipo de pacientes, puesto que disminuiria el riesgo de recrecimiento en periodo entre
dosis. La dosificacién intermitente podria ser aplicada ya que las defensas ayudarian a cubrir
todo el tiempo que los niveles en suero no superan la CMI. El EPA junto con la accién de
sub-CMI alargarfan la accién de estos antimicrobianos y no se perderia eficacia. No obstante,
siempre habria que analizar todos los factores importantes que favorecen esta dosificacién
para evitar el fallo terapeiitico o la aparicién de resistencias. En estos factores no sélo estdn
lo que se han comentado, sino otros que pueden influir en la buena respuesta del
antimicrobiano como [a mayor o menor oxigenacién del tejido infectado, pH, etc.

B) Pacientes inmunocomprometidos: fenémenos como el PALE (mayor fagocitosis
tras la accién del antimicrobiano) no tendrian efecto en estos pacientes. Algunos estudios
muestran que en los pacientes inmunodeprimidos, los intervalos de dosificacién
comprenderfan tiempos mds cortos, que podrian abarcar la suma del EPA mds el tiempo en
que se mantiene el antimicrobiano sobre la CMI (38, 77, 135, 197), pero una dosificacién
al dfa serfa seguramente poco eficaz en estos pacientes. La combinacién de antimicrobianos
es una prictica muy utilizada en estos casos, y habria que estudiar si el EPA estaria
incrementado tras la administracion de dos sustantias inductoras de este efecto (92).
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Una vez evaluados cada uno de los efectos farmacodindmicos por separado, asi como

sus interrelaciones y aplicaciones clinicas, podemos extraer de este trabajo las siguientes

conclusiones:

1)

23y

3?)

4?)

52)

6%)

7%)

Los EPA "in vitro" de meropenem frente a S. aureus, E. coli y P. aeruginosa fueron
muy poco significativos, alcanzdndose incluso valores negativos. Con ciprofloxacino,
estos valores fueron altos, con una media de 2,6 h. frente a las tres cepas anteriores.

Los EPA "in vivo" de meropenem fueron, frente a las tres cepas anteriores y al igual
que "in vitro", no significativos (> 0,5 h.). Ciprofloxacino mostr6, también al igual
que "in vitro", valores altos {media de 2,3 h.).

Las diferencias estadisticas entre el EPA de los dos antimicrobianos fueron
significativas tanto "in vitro" como "in vivo" (p < 0,01 y 0,001 respectivamente). No
hubo diferencias sin embargo al comparar el EPA "in vitro" con el "in vivo", tanto
para cada antimicrobiano por separado como en general (p = 0,94).

Tanto el método de dilucién empleado en el EPA "in vitro” como el modelo de
infeccién en muslo de ratén neutropénico utilizado "in vivo" fueron sencillos en el
uso, y su amplia utilizacién por otros investigadores permite una comparacion veraz
de los resultados.

Los efectos de concentraciones sub-CMI en el crecimiento de E. coli y S. aureus en
fase de EPA fue grande en el caso de ciprofloxacino (> 3,5 h. con 1/2 x CMI); con
meropenem, sélo fue apreciable frente a S. aureus (2,85 h. con 1/2 x CMI).

La morfologfa de E. coli y S. aureus se vio alterada por los dos antimicrobianos de
igual forma "in vitro" como "in vivo". Meropenem indujo la formacién de
esferoplastos en E. coli, mientras que ciprofloxacino indujo filamentacién. §. aureus
crecio formando aglomerados celulares en presencia de los dos antimicrobianos.

En las curvas de letalidad "in vivo", meropenem tuvo la misma eficacia cuando fue
administrado en forma continua o en dosis tnica frente a §. aureus, siendo mis eficaz
el primer tratamiento en el caso de E. coli. Con ciprofloxacino, el tratamiento que
inclufa el EPA tuvo al final del ensayo la misma actividad frente a las dos cepas que
el que mantenfa los niveles por encima de la CML.
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82)

Los pardmetros farmacodindmicos estudiados en este y otros trabajos apuntan hacia
una dosificacién continua de meropenem para no perder eficacia, ya que sus valores
son muy bajos, aunque hay estudios que demuestran un mayor peso del EPA en este
grupo de antimicrobianos que en otros B-lactdmicos. Ciprofloxacino sin embargo si
permitirfa un mayor perfodo entre dosis sin perder eficacia, ya que el EPA y los ECS
EPA son significativamente altos como para cubrirlos.
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