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frente ¢ imi ' a1
a un antimicrobiano esta indicada cuando la sensibilidad

del micr ' '
mlcroorganismo no es predictible o bien se sospecha de 1la

aparicion de resistencias en el transcurso del tratamiento

Este
parametro, CMI, es el que habitualmente se ha venido utilizando
como base para el estableciemiento de las dosis Yy pautas de
administracién de los antibiéticos, de forma que se fija como

objetivo mantener los niveles séricos de farmaco por encima de la
CMI durante el tratamiento. Este criterio se remonta varias
décadas atras, basandose en los modelos experimentales de EAGLE y

col. para la administracién de penicilina.

Rara vez se concideran otros parametros implicados en
la actividad de los antimicrobianos, tales como la cinética de
letalidad o actividad bactericida en el tiempo; el efecto
postantibiético o retraso del crecimiento de los microorganismos
previamente expuestos a concentraciones suprainhibitorias; y
fendmenos asociados gue se originan en el transcurso de un
tratamiento. Un mejor conocimiento de estos parametros aportaria

nuevas bases, sobre las ya existentes, para un mas racional

establecimiento de los tratamientos. Asi, un prolongado efecto

postantibiético justificaria un distanciamiento en las

administraciones del farmaco con el consecuente peneficio para el

ibimi i sin
enfermo y la disminucién del consumo de antibimicroblano,

perjuicio de su eficacia.
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aminoglucédsidos si
jlucosldos siendo, por el contrario, escasos los datos

dis ' a8 cerca de 3 '
ponibles acerca del efecto postantibiético de los inhibidores

de

1 3 - -
la ' Butico d i €
a glrasa, grupo terapeéutico de gran interés en la actualidad

Fué g i
ue por ello Jue nos propuslimos como meta de este estudio
]

ampliar los conocimientos en este campo mediante los siguientes

objetivos:

1.~ Determinar el efecto bactericida en el tiempo de
los inhibidores de 1la girasa, acido nalidixico,
norfloxacino y ciprofloxacino, ensayados a distintas
concentraciones sobre aislados clinicos de Shigella

sonnei, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae Yy

Pseudomonas aeruginosa.

.- Evaluar la capacidad de 1los inhibidores de la
girasa, sefalados en el apartado anterior, para inducir
efecto postantibiético en los microorgamismos antes
indicados, valorando la influencia de 1los factores

concentracién, tiempo de exposicién y medio de cultivo.

pPara ello hemos dividido nuestro estudio en cuatro
capitulos:

El primero dedicado a las generalidades a cerca de los

ibi i hemos
antimicrobianos inhipbidores de 1la girasa, el cual 1lo

vi i ria
dividido a su vez en cinco partes en las que se revisan histo .
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actividad e indicaciones.

El segqundo capitulo consta de tres partes en las que

repasamos las teécnicas para el estudio de 1la sensibilidad vy

actividad bactericida en bacterias aerobias, y hacemos una

revision del efecto postantibiético.

El tercer capitulo corresponde a la aportacién

los

personal y consta de cinco partes: La primera refleja

objetivos propuestos al inicio de este estudio; 1la sequnda esta
dedicada al material y métodos, que incluye una relacidén de los
microorganismos y antimicrobianos ensayados, la composicidén de
ios medios de cultivo utilizados y la descripcién de las técnicas
empleadas para el estudic de la sensibilidad (CMI), efecto
pactaricida en el tiempo, efecto postantibiético y el tratamiento
estadistico aplicado. En la tercera presentamos nuestros
resultados, correspondiendo la discusién de los mismos a la

cuarta parte. El1 altimo apartado estd dedicado a nuestras

conclusiones.

Finalmente, en el cuarto capitulo, reflejamos la

bibliografia consultada a lo largo de este estudio.
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CAPITULO PRIMERO. GENERALIDADES SOERE LOS

IANOS INHIBIDORES DE LA GIRASA.

ANTIMICROB




Las quinolonas, también conocidas como inhibidores de

la girasa, son productos de

sintesis que tienen en coman, como

estructura central, un acido carboxilico con atomos de oxigeno

alrededor, responsables de la actividad antibacteriana. Inhiben

las topoisomerasas o girasas del acido desoxirribonucleico, por

lo que se justifica su denominacién de inhibodores de la girasa.

1.1.- HISTORIA.

En el afio 1949, PRICE obtuvo, mediante degradacién de
alcaloides, una molécula sin actividad biolégica, era la 4-
quinolona (Figura 1). Algunos afios después se descubrieron otras
moléculas de 1la misma familia, algunas de las cuales tenian
actividad antimicrobiana, de forma que en 1960 Yya se conocian

hasta 60 derivados pero ninguno con aplicacidn clinica.

FIGURA 1. Estructura quimica de la 4-quinolona.

il




Aci idixi E
do nalidixico fué el primer compuesto descrito
5 e ’
es i i€ ini
te grupo, con aplicacién clinica. Su sintesis se debe

descubrimiento, durante el proceso de purificacién de

cloroquina a partir de las lejias madre, de que 1la

cloroquinolina resultante poseia actividad antimicrobiana (LESHER

Yy col 1962). El1 A&cido naiidixico es m&s eficaz contra las

bacterias Gram-negativas que contra la Gram-positivas y ha

demostrado su utilidad en el tratamiento de las infecciones

urinarias. Se constatdé su buena tolerancia en el hombre y también

su excelerte excreccién urinaria a concentraciones
terapeuticamente eficaces, incluso en caso de insuficiencia renal
(LOWENTRITT y SCHLEGEL 1969; STAMEY y col 1969). Debido a su
especifica eficacia contra bacterias Gram-negativas, el A&cido
nalidixico se mostrd ventajoso también en las infecciones
intestinales, sobretodo en la disenteria producida por Shigella
sonnei (MOORHEAD y PARRY 1965). Aunque "in vitro" son
relativamente féaciles de aislar bacterias resistentes al 4&cido
nalidixico (BARLOW 1963; BUCH-BINDER y col 1963), numerosos
estudios 1llevados a cabo sobre la resistencia de bacterias
procedentes de aislados clinicos, tomados durante infecciones de

l1as vias urinarias, pudieron poner de manifiesto que a pesar de

la amplia utilizacién clinica de esta sustancia continuan siendo

sorprendentemente raras (BALL Y WALLACE 1974; MC ALLISTER y col

1971) .
Desde la introduccién en la clinica del acido

: 4 :
llalldiXiCO se han desarrollado otras sustanc:Las quimlcamente
'

T




afines a las 4-quinolonas. En la figura 2 se muestra 1la

cronologia de estos compuestos desde sus origenes. La estructura

de la 4-quinolona, con la numeracién del anillo, y la de varios
antimicrobianos derivados de esta, se muestran en las figqura 1 y
3. Con el descubrimiento relativamente nuevo de lomefloxacino Yy
ciprofloxacino, esta dltima de una eficacia 1000 veces superior a

la del acido nalidixico, se ha acelerado en los Gltimos afios,

como ejemplo sin precedentes, el desarrollo de nuevos inhibidores
de la girasa. La razén de este interés radica en hacer asequibles
al tratamiento con nuevos inhibidores de la girasa, al creciente

nimero de bacterias resistentes al acido nalidixico.

Ciprofloxacino
Fleroxacino

-
iO'Hm..%/
e ot ks

| Enoxacino . e
711979
/(jﬂl iIII

|Narfioxacino S (Fiuorquinolonas: amplio espectro

st f : | excelentes antibacterianos l

; it ; (1978 | baja aparicion de resistencia |
Flur C | |
|

|

|

|

e ! | coémoda dosificacion,
Bosoxacho ALQh | de utiidad para infecciones sistémicas
i 1973

‘ Posibilidad de via parenteral

”:0‘\ (ciprofloxacino y pefloxacino)

- | Vida media larga
- {1970 | (flerofloxacino y lomefloxacino)
i Mayor espectro y mejores |
naram s fgrmacoldgicos
parametros farmacologl

‘.'-7. ..l’_,' ‘
o 1962 |

. e )
' [Espectro corto. parametros
- r ‘ s -
I-— 1 farmacolegicos poco favorables |
1949 F———————

FIGURA 2. cronologia de las quinolonas.
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1.2.- CLASIFICACION,

Se conocen numerosos compuestos

con diferentes

espectros de accién y potencia. Basandonos en 1la estructura

quimica podemns clasifi~arlos en cinco grupos:

Naftiridinas: nalidixico y piromidico.

Oxacinas: cinoxacino y oxolinico.

Con grupo piperazinil: pipemidico y roxoxacino.

Monofluorados con grupo piperazinil: amifloxacino,
ciprofloxacino, enoxacino, norfloxacino, ofloxacino y
pefloxacino.

- Difluorados: lomeflcxacino, A 56619, A 56620.

El radical piperazinil confiere a la molécula actividad
sobre p::udonconas; la adicién de un stomo de fldGor en posicidén 6
aumenta su actividad antibacteriana ampliando su espectro de

accién, 1llegando a comprender a las bacterias gram-positivas

(Figura 4).
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FIGURA 4. Relacién estructura accidén de las guinolonas.

Se acepta también la clasificacién de las quinolonas en
distintas generaciones, segin el momento de su aparicién en

clinica y comercializacién (HONORATO Yy col 1983):

a) Primera generacién: Este grupo esta constituido por

scido nalidixico, ac. oxolinico, ac. pipemidico, ac. piromidico Yy

fluomequina entre otros. Desde el punto de vista farmacocinético

su caracteristica principal es la réapida eliminacién renal Y,

consecuencia de ello, las bajas concentraciones séricas que se

alcanzan.




b) Segunda generacién: En este grupo se encuentran

ciprofloxacino, norfloxacino,

fluoxacino, enoxacino, pefloxacino,

ofloxacino vy amifloxacino.

Estructuralmente tienen en comtn el

atomo de fldor en

posicién 6 del anillo central. La

farmacocinética de este grupo le permite obtener niveles séricos

mas elevados, por lo que es posible utilizarlas en infecciones

sistémicas.

c) Tercera generacidén: Su caracteristica estructural es
la presencia de otro atomo de fluor en posicidén 8, siendo pues
las quinolonas difluoradas, en este grupo estd lomefloxacino

junto a otras moléculas en fase de experimentacidn.

1.3.- MECANISMO DE ACCION.

El mecanismo de accién de los derivados de la 4-
quinolona es complejo y atn no esta completamente dilucidado. El
lugar de accién de estos compuestos son las topoisomerasas ©
girasas del ADN, especificamente la subunidad A de la
topoisomerasa II, ¥ algunos también actGian sobre la topoisomerasa

i ibicié ' ; e provoca la muerte
II'. La inhibicion de estas enzimas es la que p

pacteriana (SMITH Y LEWIN 1988).
Los estudios para dilucidar el mecanismo de accidn

] ijalmente en
intimo de estos compuestos se han realizado especla




mecanism
© es el que el cromosoma bacteriano, de una longitud de

1300 micras,

tlene que disponerse en el interior de una célula de

tan ' i
solo 2 x 1 micras ({ Flgura 5a). WORCEL (1974) estudié como se

plegaba el cromosoma de Escherichia coli Yy encontré que contenia

Zonas organizadas especialmente que el denomind "enrrollamientos"
L1} i 1 = h
¢ "dominios". Cada uno de estos tiene una longitud aproximada de

"

20 um y esta fijado sobre un nicleo de ARN (Figura 5c). La

necesidad de espacio obliga a cada uno de estos dominios a irse
condensando, dando lugar a los "dominios de superenrrollamiento"

(Figura 5d). Como el cromosoma de Escherichia coli tiene una

longitud de 1300 um, contiene pues 65 de tales "dominios de
superenrrollamiento”. El "nimero de superenrrollamientos" de cada
dominio es de unos 400 y sus espirales se enrrollan en sentido
contrario a las helices del ADN, tratandose por tanto de un

superenrrollamiento "negativo" (WANG 1974).

A comienzos de 1976 descubrieron CRUMPLIN Yy SMITH
(1976) que la accién especifica del acido nalidixico (Figura 1)
consistia en que, durante la replicacién del cromosoma de
Escherichia coli, inducia un apelotonamiento anormal de los
precursores de ADN de una sola hélice con un peso molecular de
18.8 x 106 daltons. Como el peso molecular de una cadena del
existen

cromosoma de Escherichia coli es de 1250 x 106 daltons,

i . Lo
por tanto 66 de tales precursores cromosémicos por cromosoma

Q " inios de
que coincide practicamente, con el nimero de "domin

1988
superenrrollamiento" de WORCEL (1974). SMITH y LEWIN ( )

i estos
dedujeron que el motivo para el apelotonamlento de

- 22 =




precursores teni
énla que consistir por tanto, e
n
'

nalidixico

cromosoémico del ADN

final (CRUMPLIN y SMITH 1976)

i ‘4__. “a ed celular
“*4' — Lromosom
R

e a

=2 < Pared celular

L \/ 7/\

Cromosoma -

FIGURA 5.- Mecanismo de accién de las gquinolonas.

Al comparar los resultados de estos autores parece
deducirse que los dominios del cromosoma S€ superenrrollan unas
400 veces, esto sucede independientemente en cada dominio. Para
lo cual, se abre pasajeramente 1a doble hélice del cromosoma,

dominio a dominio, cortandose las dos hebras de forma escalonada.




Cuando se ha completad
0 m ]
p el Superenrrollamiento", los extremos de

los dominios superenrrollados

Se unen de nuevo. La enzima

res =% inhibi
ponsable del cierre es inhibida especificamente por el A&cido

nalidixico. La consecuencia de dicha inhibicién es que: la forma

fisiolégica normal del cromosoma (Figura 5d) pasa a ser una forma

de desarrollo mas precario (Figura 5c),

aumentando la necesidad

de espacio para el ADN.

Los extremos o restos terminales de ADN que se
originan, consecuencia del corte escalonado, poseen ademds una
funcién seflalizadora o de alarma induciendo la produccién de
exonucleasas, a las que ya hicieron alusién CRUMPLIN y SMITH
(1975) . Dichas exonucleasas rompen el ADN cromosémico en pequefios

fragmentos, lo gue significa la muerte de la bacteria.

Mas tarde, en 1976, GELLERT y sus colaboradores (1976a)
identificaron el enzima que presentaba actividad inductora de
superenrrolamientos y responsable de los cortes en las cadenas de
ADN, y que finalmente volvia a cerrar la doble hélice de ADN. La
denominaron ADN-girasa o E. coli-topoisomerasa II. Esto vino a
confirmar 1la existencia de tal enzima postulada por CRUMPLIN Y
SMITH (1976). Parecia ya por tanto bien establecida la molécula
diana de las quinolonas, esta hipdtesis se corrobord mas tarde
cuando GELLERT Y col (1977) demostraron que este enzima era el

punto de ataque responsable de la accién del acido oxolinico.

La estructura de la E. coli-topoisomerasa II fué

i ue
estudiada por HIGGINS y col. (1978), los cuales descubrieron d

- 24 =




esta ]
formada por 4 subunidades: 2 a-mondmeros con un peso

molecular de 105.000 daltons, y 2 B-monémeros con un peso

molecular de 95.000 daltons.

.as subunidades a son probablemente las responsables de

los cortes del ADN en dominios aislados, y las subunidades B8 de

la induccién de los superenrollamientos negativos de dichos

dominios (GELLERT y col 1976a). La energia necesaria para este
subenrollamiento, provocado por las subunidades 8, se obtiene a
partir de ATP, y los superenrollamientos negativos resultantes,
vuelven a ser estabilizados de nuevo en el cromosoma por efecto
del cierre de las subunidades a (GELLERT y col A19?7). Se ha
discutido si no seria la induccién del superenrollamiento
negativo, provocada por las subunidades 8, el punto de ataque
primario de los antibidicos coumermicina y novobiocina, no
afines quimicamente con las 4-quinolonas (GELLERT y col 1976b) .
Es conocido el sinergismo antibacteriano existente entre 1la

novobiocina, sustancia que actda principalmente sobre 1las

subunidades B, y el &cido rnalidixico, que en primera linea ataca

a la subunidad a (CHAO 1978).

Las subunidades a de la ADN-girasa son las responsables

de la induccién de cortes escalonados en las distintas hélices de

i de
ADN cromosémico pacteriano, Yy del nuevo cierre de los puntos

rotura (GELLERT Y col 1977). GELLERT Yy col. (1977) describieron

i inhibi & irasa
que la accidén antibacterilana de los inhibidore: de la g1

idos
radicaba en impedir el cierre de estos puntos de rotura, deb




a la accidén de las subunidades a de la

ADN-girasa. Aparte de

esto udo d
p emostrarse que, en presencia de &cido nalidixico

(SUGINO y col 1977), vy de acido oxolinico (GELLERT y col 1977),

aparece

una unién covalente anormal entre el fragmento ADN y 1la

ADN-girasa. MORRISON Yy COZZARELLI (1979) demostraron que los

cortes producidos por las subunidades a de la ADN-girasa aparecen
escalonados cada 4 pares de bases, y que el extremo 5' sobresale

de la cadena. Las quinolonas enlazan precisamente el extremo 5'
del ADN con 1la girasa mediante una unién o puente covalente

anormal (MORRISON y COZZARELLI 1979).

Desde estos descubrimientos hechos en Escherichia coli,

se han encontrado girasas similares tambi%n en Pseudomonas spp

(MILLER y SCURLOCK 1983) Yy en Micrococcus spp (LIU y WANG 1978).

La relativa resistencia de estos microorganismos al acido
nalidixico se correlaciona con la ausencia de sensibilidad de sus

girasas frente a esta sustancia.

Una de las caracteristicas, quiza la mas importante,
que debe tener un buen antimicrobiano es su selectividad de
accién. Aunque tanto las pacterias como las células humanas
poseen CoOmo material genético ADN bicatenario, en su estructura
existen diferencias cundamentales, las cuales son responsables de

la selectividad de los snhibidores de las:girasa.

Las bacterias contienen un sélo cromosoma, formado por

ina
una laxa combinacion de 70% de ADN, 20% de ARN y 10% de prote

(ARN-polimerasa) (WORCEL 1974). El cromosoma bacteriano no esté

w 26 =




envuelto por una membrana y se divide
r

como ya se ha dicho, en

unos 65 ini
dominios o zonas condensadas, consecuencia del

superenrollamiento producido por 1la ADN-girasa. En cambio la
r

cé ’ i
lula humana posee un nidcleo especlal, rodeado por una membrana,

que contlene normalmente 46 cromosomas aislados. Cada cromosoma

humano se compone de cromatina, sustancia compuesta en un 50% por

pPequefas proteinas basicas, denominadas histonas, y otro 50% de

ADN al que se une estrechamente. No existe duda alguna de que la
cromatina humana esta fuertemente condensada: el ADN de los 46
cromosomas del nucleo tiene una longitud aproximada de 189 cm vy
estd en el interior de una célula de diadmetro aproximado de 10
um, y el del niGcleo, naturalmente mas pequefio (WHITE y col 1978).
El mayor cromosoma humano contiene 8 cn de ADN, pero en el ndcleo
este tiene una iongitud de 5 nm (WHITE y col 1978). La longitud
del ADN humano se reduce al parecer en dos etapas: en una primera
se unen las histonas al ADN, lo que hace que la longitud se
reduzca unas seis veces aproximadamente, Y en una sequnda etapa
se produce un mayor acortamiento adin, debidd a un mecanismo poco
conocido que parece radicar en interacciones existentes entre la

cromatina y proteinas 4cidas gue se encuentran también en el

nacleo.

Las células humanas contienen una topolsomerasa 11,

i i i e
similar a la ADN-girasa pacteriana, Yy el ADN bicatenario s

) uno de
encuentra separado por dos cortes escalonados, alejados

i ol
otro 4 pares de bases, dejando libre el extremo 5' (LIUY €

i -gi a
1983 MILLER y col 1981). Al contrario due la ADN-glras
r

=27 -




bacter] nzi
riana, la enzima humana no se compone de 4 sino de 2

= ] c
ubunidades, con un peso molecular cada una de 172.000 daltons

Ca ac
be destacar que no posee, al parecer, actividad alguna de

" 3 1 1
Superenrrollamiento". La importancia de este enzima esta ain por

aclarar, probablemente es necesaria para la primera etapa de 1la

reduccion longitudinal del ADN, y que podria tener lugar de 1la

forma siguiente: existen 5 histonas (H1, H2A, H2B, H3 y H4); las

4 1dltimas se unen entre si resultando un dimero (H2A:H2B) Y un
tetramero (H3:H3:H4:H4) (WHITE vy col 1978). La unién de un
tetrameroc con dos dimeros origina un complejo histénico, rodeado
le ADN, dando lugar a un nucleosoma. Estos nucleosomas estéan
;separados unos de otros por cortos fragmentos de ADN,

permaneciende en contacto con la histona H1l restante (WHITE y col

1978) .

Es posible que la topoisomerasa II humana realice este
enrollamiento del ADN (Figura 6) al separar pasajeramente las
tebras del ADN, pern.tiendole de esta nanera rodear cada complejo
histénico, Yy cerrar de nuevo los puntos de corte para formar un
jucleosoma estable. En esto, la accién del enzima humano se

jiferencia de la accién de la ADN-girasa pacteriana, es por ello

gue no sorprende due la enzima humana sea mucho menos sensible a

la accién de los inhibidores de la girasa (MILLER y col 1981) .

La accién que los distintos componentes del grupo de

i i hecho
las quinolonas ejercen sobre las bacterias es muy parecida,

la gran similitud estructural

que no debe de sorprender debido a
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significativas en su actividad.

Los inhibidores de la girasa pertenecen al grupo de

antimicrobianos de actividad bactericida. SMITH y LEWIN (1988)

han descrito un comportamiento peculiar de las quinolonas, al

estudiar

el efecto de concentraciones crecientes de nalidixico,

norfloxacino, ofloxacino y ciprofloxacino, observando en los
cuatro un efecto bifadsico que consistia en que en pricipio, el
poder bactericida aumenta al hacerlo la concentracién y después,
en una segunda fase, a partir de una determinada concentracién,
diferente para cada antimicrobiano, disminuye de forma progresiva
el poder bactericida de estos compuestos, de manera gque a
concentraciones muy elevadas de antimicrobiano se detectan
niveles notables de supervivencia. Este comportamiento podria
compararse con el efecto Eagle descrito hace varias décadas con

penicilina (EAGLE y MUSSELMAN 1948) .

Sobre Escherichia coli KL-16, SMITH y LEWIN (1988)

estudiaron el efecto pifasico de las quinolonas, describiendo que
4cido nalidixico alcanza Su maximo efecto pactericida a 90

mcg/ml. CRUMPLIN y SMITH (1975) demostraron que esta primera fase

e Y ST fn
se debe a que scido nalidixico origina una inhibicién paulatin

de la sintesis de ADN. A partir de la concentracién sefialada se

produce un descenso de la actividad pactericida progresivo hasta

cid a evada due
la concentracién 1500mcg/ml (concentracion mas el




estudiaron).

Estos autores sugieren que la segunda fase se debe a

una creci inhibicié i
ecliente inhibicién de la sintesis de ARN por las elevadas

concentraciones de a.

nalidixico. Como ya se ha expuesto

anteri i i
lormente existe un antagonismo entre la inhibicién de 1la

sintesis del ARN y la actividad de los inhibidores de la girasa

(DEITZ y col 1966), por ello se justifica un descense en 1la

actividad bactericida en la segunda fase.

Ciprofloxacino muestra también este comportamiento
bifasico, con un méximo efecto bactericida a 0.15 meg/ml de
concentracién, a partir de la cual este efecto disminuye. Esta

sustancia, sin embarco, difiere del A&cido nalidixico (SMITH

y LEWIN 1988) en:

1.- E1 efecto bactericida de ciprofloxacino es mas
potente. La concentracién bactericida méxima para a. nalidixico
es muchk. mayor gue para ciprofloxacino (600 veces), diferencia
que concuerda también con la diferencia de sus CMI. Es de gran
interés sefalar que la concentracidn bactericida méxima de
ciprofloxacino se alcanza facilmente en suero en condiciones
terapefiticas. Por el contrario la concentracién bactericida

maxima de acido nalidixico sélo se alcanza en orina, no asi en

suero.

2.- La capaciuad pactericida maxima de ciprofloxacino

también es superior a la de éacido nalidixico, obteniendose con la

i axi alti i s de
concentracién pactericida maxilma de este 1ltimo nivele

supervivencia mayores.




La i i
ofloxacina vy norfloxacina se comportan de modo

intermedi inhibi
10 a las dos inhibidores de la girasa descritos

anteriormente.

El efecto bifasico de las quinolonas se ha observado en

todos 1los componentes de esta familia, pero la segunda fase

difiere cuantitativamente entre ofloxacino y ciprofloxacino, en
las que su poder bactericida disminuye escasamente, y el resto de
las quinolonas. Se han intentado explicar estas diferencias como
una menor inhibicién secundaria de la sintesis de ARN por
ofloxacino y ciprofloxacino, o bien, un efecto bactericida de

estos dos compuestos menos sensible a la accién antagdénica de

inhibicién de la sintesis de ARN.

Para justificar esta hipétesis, investigaron el efecto
de un inhibidor de la sintesis de ARN (rifampicina) sobre un
cultivo que contenia concentraciones bactericidas méximas de las
distintas quinolonas, comprobando que norfloxacino, oxolinico,
roxoxacino, flumequina, pipemidico, cinoxacino, nalidixico Yy
pircemidico dejan de ser bactericidas para actuar como

bacteriostaticos; por el contrario ofloxacino y ciprofloxacino se

siguen comportando como bactericidas, si bien, su efecto sufre un

enlentecimiento, pero no en intensidad, siendo la tasa de

mortalidad comparable a la descrita en ausencia de rifampicina

(SMITH 1984) .

i i dos
Basandose en estas diferencias, se han postulado

i : i A comin a
mecanismos de accién para las quinolonas: un mecanismo
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todas los inhibidores de 1a girasa antagonizable con la

rifampicina (inhibidor de 1la sintesis de ARN), Y el macanismo B

(s6lo 1lo presentan ofloxacino y ciprofloxacino) totalmente

resistente a 1la accién antagénica de la rifampicina (SMITH

y LEWIN 1988).

El efecto bactericida de &cido nalidixico desaparece

también cuando existe una inhibicién de la sintesis proteica,

como ocurre al afadir cloramfenicol (DEITZ 1966).

Por tanto, una inhibicién de la sintesis proteica o de
la sintesis de ARN reduce el efecto bactericida de todos los
inhibidores de la girasa, si bien, ofloxacina y ciprofloxacina,
al contar con un segundo mecanismo de accidén, resistente a
inhibidores de sintesis proteica y nucleica, el antagonismo seria

menor al de las otras quinolonas (SMITH y LEWIN 1988).

1.4.- RESISTENCIAS

Uno de los problemas potenciales de cualquier

icié i i ismo de
antimicrobiano es la aparicion de resistencias. El mecanis

ibi i i ayuda
accién de las quinolonas, inhibiendo la enzima DNA girasa , y

la baja probabilidad de aparicién de resistencia

a comprender

4 e era
: e llegdé a pensar qu
: as quinolonas, se lleg
inci de la era de las @
principios

] ] f
1 E




embargo,

s1l que s ' '
q on posibles mutaciones que induzcan la aparicién

de cepas resistentes.

Al estudiar las resistencia bacteriana a las quinolonas

hemos de considerar tres aspectos:

Seleccidén de bacterias resistentes.
Mecanismo de resistencia.

Significacién clinica.

1.- Seleccién de bacterias resistentes. PIFFARETTI vy

col. (1983) y WOLFSON y HOOPER (1985) describieron la aparicién
de resistencia de alto nivel a &cido nalidixico con una
frecuencia de 10-7 en diversas especies de bacilos Gram-
rnegativos. Por el contrario, otros autores (SMITH 1986; FERNANDES
y col 1987) no han encontrado este comportamiento en las nuevas
quinolonas, con estos farmacos han descrito que la resistencia de
un s6lo escaldn es de bajo nivel (1 a 10 veces la CMI), y que la
frecuencia de aparicién es de 100 a 1000 veces menor. No
obstante, es posible seleccionar cepas muy resistentes a las
nuevas guinolonas mediante exposiciones sucesivas a
col

concentraciones progresivamente mayores de farmaco (CHIN Y

1986 HOOPER ¥ col 1987; GOBERNADO Yy SANTOS 1988). Las cepas

seleccionadas asi, suelen tener resistencia cruzada a otras

quinolonas, incluse a otros antimicrobianos no relacionados

estructuralmente con estos (tetraciclina, cloranfenicol y

cefoxitin).




2.- an i i
yegqplsmq_mgeﬂ_§9§;§tenc1a. Se conocen dos tipos de

mutaciones que inducen resistencia a las quinolonas

La primera
afecta a 1los genes que codifican la enzima DNA girasa y se

traduce en la produccién de nuevas enzimas resistentes a estos

farmacos. La segunda no afecta a los genes relacionados con 1la

glrasa vy produce una disminucién de la permeabilidad bacteriana

que reduce la entrada de moléculas de farmaco.

a) La DNA girasa es un tetramero formado por dos
subunidades a codificadas por el gen gyr a y dos B codificadas
por el gen gyr b. La mutacién se produce generalmente en el gen
gyr a y raramente en el gen gyr b, induciendose una resistencia
que afecta sélo a las quinolonas (GELLERT 1981; WOLFSON y HOOPER
1989). SUGINO y col. (1977) observaron que la girasa que contenia
una subunidad @, aislada de bacterias con mutacién en gen gyr a,
solo se inhibe con concentraciones mucho mayores que las girasas
con subunidad a procedente de una cepa susceptible. Esta mutacién

en gyr a también ha sido descrita con norfloxacino (HOOPER Y

col 1986), ofloxacinic (WOLFSON Yy col 1987) y ciprofloxacino

(ROBILLARD y col 1988) .

YOSHIDA y col. (1988) cleonaron cuatro genes gyr a que

i i e
codificaban resistencia y  determinaron la secuencia d

i 8 étido
nucleétidos. En cada caso, el cambio de un soOlo nucle

' 6 iniaci en la
encontrado se tradujo en el cambio de un sélo aminiacido

‘ 1aS
!

amionoacido

cercanias de la regién del gen gyr & que codifica el




tirosina

del lugar activo de 1la enzima (HOROWI.Z y WANG

1987),

hecho que sugiere que la mutacién afecta fuertemente a 1a

interaccién farmaco-proteina.

La mutacién que afecta al gen gyr b es poco comin, se

han aislado dos casos de mutacién, ambos seleccionados con &cido

nalidixico (INOUE vy col 1987; YAMAGISHI Yy col 1986), wuno de

ellos, nalD induce resistencia a nuevas quinolonas, 1la otra,

nalC, por el contrario produce hipersensibilidad a las nuevas

quinolonas (SMITH 1984; YAMAGISHI y col 1986)

b) Cambios de permeabilidad. Es el segundo tipo de
mutaciédn que induce resistencias a las quinolonas, siedo esta de
bajo nivel y afectando a otros féarmacos no relacionados
estructuralmente con las quinolonas. Los cuatro tipos de mutantes
aislados, estdn asociados con un descenso de la unién de
norfloxacino a la bacteria y a una menor proporcidén de la porina
ompF en la membrana externa de los microorganismos, lo cual se
traduce en un menor paso de pequefias moléculas hidréfilas
(incluidas lcs derivados de 1la 4-guinolona) al espacio

periplasmico (BEDARD Y col 1987).

Hasta la fecha no se han descrito resistencias a

ifi i6 = 977
guinolonas por destruccién o modificacion de éstas. En 1 ’

L h . T
BURMAN describié plasmidos que codificaban resistencla a acid

i 98 .
nalidixico hecho gque no ha sido conflrmado (MUNSHI Y col 1 7)
: '

' i hacen
Las propias caracteristicas de las quinolonas




que este tipo de resistencias sea poco probable.

En primer lugar,
la

resistencia a quinolonas debidas a mutaciones en gen gyr a

en las

e}

gque causan un descenso en la permeabilidad, tienden a

transmitirse como caracter recesivo (HANE y WOOD 1969; FOULDS
1976) . En segundo lugar, las quinolonas reducen la transferencia

de plasmidos conjugativos unas 100 veces (BURMAN 1977; NAKAMURA y

col 1976). Por dltimo, es conocida la capacidad de curage de

plasmidos que poseen las quinolonas (WEISSER y WIEDEMANN 1985).

Existen diversos factores inespecificos que incrementan
la resistencia bacteriana a las quinolonas sin una base genética.
Entre ellos estad el incremento de la concentracién de magnesio
(SMITH y RATCLIFFE 1986); descenso del pH, presencia de orina
(WOLFSON y HOOPER 1985) o heces (VAN SAENE 1986) e incremento

del inéculo bacteriano (GOLDSTEIN y col 1987).

3.- Significacién clinica. La aparicién de resistencias

durante la utilizacién clinica de las quinolonas, hoy dia, es
poco comin. MILATOVIC y BRAVENY (1987) describieron resistencias

en un 11.8% de las infecciones tratadas con monoterapia de

ciprofloxacino.

En el estudio prospectivo de RYLANDER y col. (1987),

i i ! en el
comparando norfloxacino Y trlmetoprlm-sulfametoxazol

] ' ' 6lo hubo un
tratamiento de infecciones urinarias no complicadas, SO

11i i 1 0.6%
ligero descenso de la susceptibilidad a esta quinolona en €&

N (1988)
de los pacientes. Por otra parte, KRESKEN Y WEIDEMAN (




investi aricicé '
tigando la aparicién de resistencias a gquinolonas en

Rt : ;
lstintos microrganismos, encontraron que la prevalencia del 4%
de cepas

resistent s a estos farmacos en Alemania no se alteré

tras la introduccién de norfloxacino y ofloxacino entre

1984-85,

excepto para Pseygomonas aeruginosa, para la que hubo un

incremento desde el 3% al 10% entre los afios 1983-86.

La aparicion de resistencias puede ser problemitica en

diversos patégenos, fundamentalmente P. aeruginosa (SCULLY y col

1986) vy S. aureus (WOLFF y col 1985), acentuandose mas ain en

recinto hospitalario, de forma que MULLIGAN y col. (1987)
describieron un incremento de resistencia, desde 13 a 37%, para

aerugincsa y, desde 0 a 57%, para S. aureus meticilin

rcsistentes.

La resistencia a gquinolonas también se ha encontrado en

otros microorganismos como Streptococcus pneumoniae (MAESEN y col

1985), Staphylococcus epidermidis (SMITH y col 1986b),

Corynebacterium spp (MURPHY y FFRGUSON 1987), Acinetobacter spp

(ERON y col 1985), distintas enterobacterias (RYLANDER Yy col

1987; FOLLATH y col 1986; CHENG y col 1987) Y otros

microorganismos patdgenos.

; v ; ; =
La apariciodn de superinfeccion por microorganlsmo

b es con
resistentes a quinolonas ©5 poco comin, cuando ocurre

3 i una baja
patdégenos frente a los cuales estos farmacos tienen J

' i ' con P,
actividad. Asi, se han descrito superinfecciones P.

streptococcus SPP (SCULLY Y col
Streprto - —=

aeruginosa (CHENG Y col 1987),
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1986;
i ERON ¥y ool 1985), Enterococcus spp (RYAN y col 1987)
SRR R ’

Eﬁ?%&}ﬂf Spp  (SCULLY y co' 1986),

levaduras (ERON y col 1985;
RYAN vy

col 1987) y diversas enterobacterias (RYAN vy

col 1987;
ESPOSITO y col 1988).

Para evitar la aparicién de resistencias a quinolonas,

WOLFSON y HOOPER (1989) sugieren que estos farmacos deben de

utilizarse de una forma muy dirigida y en situaciones concretas;

deben aparecer derivados mas potentes y, por otra parte, deben
alternarse las quinolonas con otros farmacos estructuralmente
diferentes. Son pocos los estudios existentes que especifiquen
recomendaciones para establecer regimenes de dosis que minimicen

la aparicién de resistencias.

otra forma de intentar disminuir la aparicién de
resistencias seria la utilizacidén de una terapia combinada. VAN
DER AUWERA (1985), y MOODY y col. (1987) han descrito accién
aditiva, incluso sinérgica y raramente antagénica, al combinar
guinolonas y B-lactamicos © aminoglucésidos. Los estudios
llevados a cabo por MICHEA y col. (1986), Y BAMBERGUER y col.
(1987) con modelos de infeccidn en animales, apuntan la supresién
de las resistencias por medio del uso de una combinacién de
farmacos. Incluso, se ha descrito que dichas asociaciones evitan
stencias a los farmacos combinados con 1las

la reaparicién de resi

guinolonas (THAUVIN Y col 1988).




1.5.- ESPECTRO DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA,

FARMACOCINETICA E
INDICACIONES.

El espectro de accién de los inhibidores de la girasa

es varlado, segun el componente al que nos refiramos. Podemos

hacer dos grupos segln la amplitud de los microorganismos sobre

los que actua:

1.- Activos, en principio, frente a bacilos Gram
negativos de 1la familia Enterobacteriaceae e inactivos frente

a Pseudomonas aeruginosa con escasa o nula actividad frente a

cocos Gram-positivos. A este grupo pertenecen a. nalidixico,

piromidico, pipemidico, oxolinico y cinoxacino.

2.- Inhibidores de la girasa de amplio espectra. Este
grupo lo forman los nuevos inhibidores de 1la girasa. Cabe
destacar, tanto por sus indicaciones, en multitud de cuadros
infecciosos, como por su gran actividad, ciprofloxacino. Estos

antibacterianos en su espectro engloban, teéricamente, bacterias

Gram-negativas ( incluidas Pseudomonas SPp, Serratia spp Y

Legionella spp) Y COCOS Gram-positivos (incluidos Enterococcus

spp) Y pacterias anaerobias (a excepcién de enoxacino) .

FARMACOCINETICA.

La tabla 1 muestra algunos de los paréametros

j inolonas  mas
farmacocinéticos mas interesantes de las qul

importantes.




Los inhibidores de la girasa son farmacos gue se

absorben bien, Y generalmente de forma réapida, cuando se

1=3

por via oral, oscilando el tiempo maximo entre

administran

horas. Existen diferencias entre las distintas guinolonas en

cuanto a velocidad Yy fraccién de la dosis absorbida.




Es in f
2] teresante sefialar, que las constantes de absorcién

y

eliminacié ] i
'lnaclion son 1ndependientes de la dosis administrada. de tal
'

.
. ; :
torma que la Cmax y area hajo la curva es proporcional al

incremento de la

dosis (cinética de crden 1), Este

comportam] S ] ‘
portamiento, sin embargo, se ha visto gue cambia con dosis

elevadas para norfloxacino y ciprofloxacino.

Se rigen por un modelo de cinética bicompartimental
exceptuando a ciprofloxacino administrado por via i.v. que se

3justa meinr a un modelo tricompartimental abierto (HONORATO vy

30l 1988) .

La unién a proteinas es relativamente baja en las
nuevas quinolonas (15-30%) y elevada (incluso superior al 90%)

fara las antiguas.

La vida media es muy variada, oscilando entre 90

rinutos (antiguas quinolonas) y las 15 horas de pefloxacino.

Los niveles séricos oscilan, dependiendo de la dosis

iydministrada, entre 0.39 mg/1l de norfloxacino y 40 mg/l de acido

nalidixico.

La eliminacién es fundamentalmente renal, tanto por

i€ ' 16 es
filtracién como por secrecibn activa tubular. La excepcion

pefloxacino. El porcentaje de la dosis administrada dque Se

i i igual
elimina por la orina de forma inalterada es variable, al g

' ati i e los
gue la proporcion metabolizada 2 nivel hepatico. Algunos d

ivi interesante
metabolitos de estos farmacos poseen actividad. Es int
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resaltar que

cierta proporcién de la dosis {(hasta el

32%) se
elimina en heces.

INDICACICNES.

Las qulinolonas de primera generacién, estaban indicadas
unicamente en el tratamiento de infecciones del tracto urinario,
dado que su rapida eliminacién renal udnicamente originaba

concentraciones eficaces del farmaco a este nivel.

Por el contrario, las aquinolonas fluoradas tienen una
aplicacién clinica mds amplia en virtud de las siguientes

caracteristicas:

1.- Marcade efecto antibacteriano y amplio espectro.

2 .- Buena absorcién por via oral.

3.- vida media prolongada permitiendo la administracién
cada 12 o 24 horas.

4.- Buena distribucién en los diversos compartimentos
organicos a concentraciones eficaces ( orina, tracto
digestivo, tejidos pulmonar, ¢seo ete.,)

- o~ L3 s
Las indicaciones mas frecuentes de las quinolona

i ' ' inarias
f luoradas son las infecciones respiratorias, urin g

16 ' i istémicas
intestinales, de transmisidn sexual e infecciones S

entre otras.

También se ha demostrado la utilidad
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compuestos en infecciones dérmicas producidas por Staphylococcus,

infecciones mixtus de tejidos blandos producidas por aerobios
Gram-negativos. Debido a las elevados niveles de farmaco que se

consiguen en hueso,

se han convertido en farmacos muy Gtiles en

el tratamiento de osteomielitis (FONG y col 1986). Por otra

parte, la facilidad con que atraviesan la barrera

hematoencefalica permite el que puedan ser utilizados en

infecciones del sistema nerviosos central (DOW y col 1986;
STUBNER y col 1986). También se han descrito buenos resultados en
el trtamiento de infecciones biliares con ofloxacino ¥y

ciprofloxacino. (HONORATO y col 1988).




ACTUAL DE LOS

CAPITULO SEGUNDO. ESTADO
DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN

PARAMETROS

BACTERIAS AEROBIAS.




En la 16 i
seleccién de un antimicrobiano para el

tratamie 3 i i
nto de procesos infecciosos intervienen varios factores:

1.- Conocimiento de la susceptibilidad "in vitro" del

microorganismo infectante a los antimicrobianos

2.- Relacidn de la suscaptibilidad de la cepa con la de
otros miembros de la misma especie.
Propiledades farmacolégicas y farmacocinéticas.
Experiencia clinica previa.
Naturaleza del proceso patolégico.

Estado de la inmunidad del huésped.

Los factores gque se someten a medicién directa en el
laboratorio de microbiologia son: la concentracién de
antimicrobiano necesaria para inhibir el crecimiento o matar al
microorganismo "in vitro" y 1los niveles que alcanza el

antimicrobiano en los liquidos corporales durante el tratamiento.

Existen distintas técnicas para determinar la
susceptibilidad de un microorganismo a los agentes
antimicrobianos. Los resultados obtenidos con las diversas

técnicas estan influenciados por una cserie de factores como:

inéculo bacteriano, tiempo y temperatura de incubacién, PH,

atmésfera Y estabilidad del farmaco. Las diferencias de 1los

. e ; X i “
componentes © del contenido 10nico del medio pueden influir e

los resulatdos de las pruebas. En las técnicas de difusién hay

que tener en cuenta la velocidad de crecimiento del
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microorganismo, la profundidad y 1la

concentracién del agar
utilizado ( THORNSBERRY Y SHERRIS 1985).

Por esta razén es
esenclal trabajar con metodologias estandarizadas, pues sélo asf

podremos obtener una buena reproductibilidad (ERICSSON Y SHERRIS

1971; THORNSBERRY Y BAKER 1981)

El indculo utilizado en las pruebas de susceptibilidad

se obtiene a partir de varias colonias del microorganismo a
estudiar. Asi reducimos 1la posibilidad de seleccionar variantes
derivadas de mutaciones por pérdida o segregantes de marcadores
de resistencia al factor R. Los medios de cultivo que se utilicen
deben de tener buena capacidad tamponante, reproductibilidad y pH

fisiolégico. Una cualidad que deben tener estas pruebas, es poder

detectar cepas portadoras de determinantes de resistencia.




2+1. TECNI
CAS PARA EL ESTUDIO DE SENSIBILIDAD. CONCENTRACION

MINIMA INHIBITORIA.

Las pruebas de susceptibilidad que

a continuacién
describimos son:

1l.- Prueba de difusién.
2.- Pruebas de dilucién: - en agar.
- en caldo:
a) macrodilucién.
b) microdilucién.

3.- Pruebas automatizadas.

2.1.1.- PRUEBA DE DIFUSION.

Este método ha sido aceptado por la Food and Drug
Administration ( FDA ) (FEDERAL REGISTER 1972; 1973) y aceptado

como estandar por el National committee for Clincal Laboratory

standars (NCCLS) (NCCLS 1983).

Es el método mas utilizado, se trata de una prueba

cualitativa gque clasifica a los microorganismos cCOmO sensibles,
intermedios y resistentes.

Los antimicrobianos se aplican a las placas de prueba

en forma de discos secoS de papel de filtro. A partir de este

momento, el disco absorbe agua del medio de agar disolviendose el

; - 1o
antimicrobiano. 5e produce asi un gradiente de concentracién,
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3 1 1 1 6
que lleva consigo la difusién del antimicrobiano a

favor de dicho
gradiente (BARRY 1976)

alrededor del disco. El microorganismo
i . : ;
quedara - expuesto a dicho gradiente, de forma que se inhibira su
Crecimlento en el lugar donde la concentracién de antimicrobiano

sea la CMI.

Lectura e interpretacién.

Existen unas normas de interpretacién de esta prueba,

asi como unas tablas de estandares en las que vienen reflejados
los diédmetros de 1los halos de inhibicién para considerar al
microorganismo como resistente (R), sensible (S) o intermedio
(I); dichas tablas estan recogidas en el Documento de Octubre de

1983 (m2-T2) de la NCCLS (NCCLS 1983) y posteriores.

Es una técnica que se puede utilizar para multitud de
antimicrobianos, por otra parte, es atil para microorganismos de

crecimiento rapido ( Enterobacterias, estafilococos, enterococos).

En casos de urgencia clinica puede utilizarse, con las

naturales reservas, el material patolégico como inéculo.

Las deficiencias de esta técnica son: no  ser
cuantitativa, no pvoder aplicarse a microorganismos de crecimiento

imi i 1 i ala
lento e inexactitud para los antimicrobianos que tienen una m

difusién como las polimixinas ( THORNSBERRY y SHERRIS 1985) .




2.1.2.- PRUEBAS DE DILUCION.

Estas técnicas tienen la peculiaridad de cuantificar la

suceptibilidad de las bacterias a los antimicrobianos.

Como ventaja frente a la anterior, estas pruebas no

estan influenciadas por la velocidad de crecimiento

microorganismo y no depende de la difusién del farmaco en el
agar. Un inconveniente seria el no poder utilizarse esta
metodologia para estudio directo sobre el producto patolégico.
Por otra parte, su interpretacidén requiere mayores cuonocimientos
de 1los distintos antibiéticos, ya que los resultados se expresan

cuantitativamente.

DILUCION EN AGAR.

Esta técnica utiliza diluciones seriadas del
antimicrobiano, las cuales se adicionan al agar Muller-Hinton
(medio recomendado para realizacién de estas pruebas) previamente
fundido y a una temperatura de 45°C aproximadamente. Se mezcla
bien y se extiende sobre una placa de Petri. Las concentraciones
icrobiano seradn tales que nos permitan un rango desde 128

de antim

16 1 i ara
mcg/ml hasta una concentracién minima, que serid diferente P

cada antimicrobiano y que dependerd de la potencia de este.

« El método de dilucién en agar permite estudiar

simulténeamente la sensibilidad de muchas cepas.




Preparacién del antimicrobiano.

La preparacion de las diluciones del antimicrobiano se

debe de hacer en el medio de cultivo que se va a utilizar para la

prueba. Para ello, se parte de una solucién concentrada del

antimicrobiano y a partir de esta se preparan las diluciones.

Preparacion del inéculo.

Se parte de 4-5 colonias, representativas de los
microorganismos a estudiar, y se inoculan en un caldo ajustandose
su turbidez al 0.5 de la escala de Mc. Farland (correspondiente a
aproximadamente 5%x107 ufc/ml de enterobacterias y 1-5x108

Pseudomonas) . El inéculo también se puede ajustar

espectrofotométricamente, asi a una longitud de onda de 580 nm,
0.3 de densidad éptica equivale a aproximadamente 3x107 ufc/ml de

enterobacterias.

La inoculacién de las placas se realiza con un asa
calibrada (1-2 mcl) o con el aparato de replicacién descrito por

STEERS y col. (1959).

Un vez inoculadas las placas se dejan reposar, antes de
la incubacién, hasta que el inéculo esté completamente abscrbido.

La incubacién se realiza a 35°C durante 16-20 horas.

E1 control de 1la prueba se puede llevar a cabo

i imi ' se debe
inoculando una placa sin antimicrobiano en la cual

i tra parte,
obtener un creciento homogéneo Y semiconfluente. Por O P




. A
1 control de calidad de esta prueba se haria inoculando

_ cepas
estandars, las cuales

deben de presentar unos valores de CMI

dentr '
ro de unos rangos indicados por los centros de referencia

Lectura e interpretacién.

La concentracién minima inhibitoria (CMI) de cada cepa

serlia la menor concentracién de antibiético que no produce

crecimlento, o0 que produce una colonia discreta o un desarrollo

apenas visible, en relacién al control

DILUCION EN CALDO.

La metodologia empleada en este caso, es una variacién
de 1la técnica anteriormente descrita. En un principio, esta
prueba se realizdé en tubos con un volumen de 1ml, no se
estandarizé hasta 1977, no obstante en 1971 el informe del
Estudio Cooperativo Internacional describié con cierto detalle
los métodos de dilucién en agar y caldo (ERICSON Y SHERRIS 1971).
El método de dilucién en caldo alli descrito es el conocido hoy
dia como Macrodilucién, el cual no ha tenido nunca una gran

aceptacién como sistema de rutina (ERICSON Y SHERRIS 1971; JONES

Y EDSON 1982).

cuando se empezd a utilizar la técnica de dilucién en

caldo de forma sistematica fué a partir de su adaptacidén como

Y MARSH
micrométodo (microdilucidn) (GAVAN Y TOWN 1970; MAC LOWRY

i i la
1968) . Fxiste una tendencia actual a la utilizacion de

® B =




microdilucién 7
en caldo y a un menor empleo de la dufusién en ag
ar

(BALOWS Y COL 1977; NCCLS 1983)

El medi ' i
o0 de cultivo que se recomienda para los aerobios

Y anaerobios facultativos de desarrollo rapido es caldo Muller-

Hinton suplementado con cationes Ca++ Yy Mg++, si bien algunos

microorganlismos pueden requerir un caldo mas rico.

Preparacién del inédculo.

a) Macrodilucién. Se prepara un inéculo que contenga
105-106 ufc/ml. Para ello ajustamos la turbidez de una suspensién
bacteriana, en fase exponencial de crecimiento, al 0.5 de 1la
escala de Mc Farland o bien espectrofotométricamente, como se ha
indicado anteriormente. Esta suspensién estandarizada se diluye

al 1:200 obteniendose asi el inbéculo deseado.

b) Microdilucién. Al igual que para macrodilucién, se
estandariza al 0.5 de Mc Farland. cuando se preparan las placas
de microtiter con 50 mcl de suspensién bacteriana y otros 50 mcl
de solucidén de antimicrobiano en medio de cultivo se siguen los
pasos indicados en el apartado "a", el inéculo final serad 5x105

ufc/ml. Otra forma de preparar el inéculo es la utilizada por

sistemas semiautomatizados, que inoculan 1-5 mcl de la suspension

pacteriana estandarizada en los pocillos conteniendo 100 mcl.

para que el indculo final sea de 5x105, el cultivo se estandariza

a 5%107 ufc/ml, de manera que al dispensar imcl en el pocillo que

contiene 100 mcl, se obtenga el inéculo deseado.




Tras la inoculacién se incuban los tubos o placas 16-20
horas a 35°C.

Lectura e interpretacién.

Una vez incubados los cultivos se examinan las placas

desde abajo mediante un espejo, o desde arriba. La CMI se

considera la menor concentracién de farmaco frente a la cual el

microorganismo no tiene un desarrollo visualizable, es decir, no
hay turbidez ni botén en el fondo mayor de 2mm de didmetro. Para
la valoracién del crecimiento bacteriano se ha de comparar los

pocillos con antimicrobiano con el control, que no lo lleva. En

macrodilucidén la lectura se hace de forma similar.

Para el control se utilizan cepas de referencia que
tengan su CMI cercana a la mitad de los limites de co! entracién
ensayados. Como control de crecimiento de cada microorganismo se
utiliza, en cada serie de diluciones, un tubo o pocillo sin

antimicrobiano.

2.1.3.- PRUEBAS AUTOMATIZADAS.

Desde hace afos se intenta automatizar el laboratorio

; ; . de
de bacteriologia. Distintas determinaciones son susceptibles

1 1 l a d (
!

: 3y,
1972), microcalorimetria (BINFORD Y col 1973)
(COLVIN

BLANC ¥y ecol

i iz eléctrica
pioluminiscencia (GUTEKUNST 1977) e impedancilc el
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y SHERRIS 1977) para 1la determinacién de susceptibilidad

bPacteriana 12 antimicrobianos.

Los procedimientos que han sido evaluados y

aprobados

por la FDA, se basan en determinaciones Opticas de crecimiento

bacter:ano por transmision de 1luz o dispersién de esta

(THORNSBERRY 1985). Estos sistemas dan los resultados de forma

cualitativa en tres niveles (resistencia, sensibilidad intermedia

y sensilkilidad) y/o cuantitativamente como CMI.

Algunos de estos sistemas s2 han limitado a automatizar
métodos trau cionales de las pruebas de suceptibilidad

(THORNSBER. Y y BAKER 1981).

Entre los sistemas mas empleados actualmente, y que han
sido ampliamente evaluados por distintos autores (THORNSBERRY Y
BAKER 1981; ,OHNSON vy col 1983), se encuentran Autobac I Y
L itobac MIC (General Diagnostics),y el MS-2 Yy Automicrobioc

System (Vitek). Estos sistemas estan aprobados por la FDA.




2.2.~ TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BRACTERICIDA.

Con las pruebas habituales de susceptibilidad se

determina la concentracién que inhibe el crecimiento bacteriano,

€s declr, determinamos actividad bacteriostatica. Esto, en 1la

pratica, suele ser suficiente para que se establezca la terapia

de un determinado procesoc infeccioso.

Para los compuestos bactericidas puede ser a veces
recesaria una evaluacioén cuantitativa del poder bactericida sobre

tn determinado microorganismo.

Existen principalmente tres métodos o técnicas para el

estudio de la actividad bactericida de los antimicrobkianos:

1.- Determinacién de la concentracion minima

bactericida (CMB).

7.- Determinacién del titulo bactericida del suero.

3.~ Curva de letalidad o actividad bactericida en el

tiempo.

B ablecido ningin
Hasta el momento actual no se ha est

i & inacién de 7
nétodo estandariz.do Y de referencia para la determl ¥

varias decadas (SHOENKNECHT Y col 1985).



DETERMINACION DFE LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

Es la prueba mas solicitada por el clinico por su facil

interpretacion y relativamente cémoda determinacién.

La definicién de CMB no esta del todo bien establecida,

convencionalmerite se eXxpresa como la concentracidén de un

antimicroblano que reduce el indéculo o poblacién incial un 99.9%.

La determinacién de la CMB se lleva a cabo a partir del
estudio de la CMI por dilucién en caldo, preferiblemente
macrodilucién. Se basa en que la no presencia de turbidez en el
nedio no tiene por qué indicar ausencia de bacterias viables,
hecho que se puede demostrar al hacer un subcultivo del caldo sin

+urbidez.

Es 1légico pensar que factores tales como densidad Yy
volumen del indculo cultivado y volumen subcultivado en placa,

son determinantes en los resultadocs obtenidos y reproductibilidad

de éstos.

El medio recomendado es el mismo que en la
determinacién de la CMI por dilucién en caldo, con las mismas

recomendaciones en ella indicadas.

pPreperacién del inéculo.

i e
Se prepara un inéculo de aproximadamnte 5x106 ufc/ml d

1a forma seffal+da anteriormente.




Una vez incubados los tubos de caldo con las
dlluciones de antimicrobiano 20 horas a 35°C, se agitan y se

vuelven a incubar 4 horas,

tras las cuales se vuelven a agitar vy

que permitan el

Se realizan 1los subcultivos en medios ricos

crecimiento de los microorganismos en estudio. EI subcultivo se

realiza con 0.1 ml del caldo de los tubos que no presentan

turbidez, inoculando sobre el agar y extendiendo con ayuda de

un
asa de vidrio. Los recuentos se hacen tras una incubacién de 24-

48 horas (segun el microorganismo) a 35°C.

Lectura e interpretacién.

La CMB sera la mesnor concentracién del farmaco que
impide el desarrollo y reduce la poblacién 1000 veces, o lo que
es igual un ©99.9%. Como se utiliza un indculo inicial conocido
(5x106 ufc/ml) teniendo en cuenta el volumen subcultivacdo podemos
conocer tras el recuento las bacterias viables peor mililitro que

guedaban en el caldo y establecer cual es la CMB.

2.2.2.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DEL SUERO.

Ixisten varias técnicas para detectar la actividad

i iginal a determinacifén fué
pactericida del suero. Originalmente est

& udio
descrita por SCHLICHTER Y col. (1947; 1949) como método de est

i ividad
de 1la actividad pacteriostatica. La adaptacién para activida

ici ificultades que
pactericida vino mas tarde, condicionado por las dificu




. i .
planteaba objetivar ausencia de crecimiento en el suero (debido a

su turbidez).

A pesar de que en un principio no se le dié mucho

valor a esta determinacién,

trabajos 53 f
] reclentes sefialan su gqran

lnterés, sobre todo para analisis de los tratamiento en enfermos

inmunodeprimidos (KLASTERSKY Yy col 1974; SCULIER Y KLASTERSKY

1984) .

Varias técnicas han sido estandarizadas por
determinados laboratorios (ANHALT y col 1980; WASHINGTON 1981),
en general se basan en diluir el suero del sujeto bajo
tratamiento hasta un titulo de por lo menos 1/64, para ello se
utiliza caldo Muller-Hinton de forma que se consiga un volumen
final de 1ml. Lo ponemos en contacto con 0.1 ml de indéculo
bacteriano de 5xl106ufc/ml. Los recuentos se realizan tras la
incubacidén de 18-24 horas a 35°C por medio de subcultivos, de

forma anadloga a los descritos en la determinacién de la CMB.

El control en esta prueba serd un tubo con Muller-

Hinton e indécul» pero sin suero.

La lectura se realiza como se indicé en la CMB.

3.2,.3.~ ACTIVIDAD BACTERICIDA EN EL TIEMPO.

ici ' o
El estudio de la actividad pactericida en el tiempo

imi janons s6lo en
T ntes antimicrobil i
i6 comparacién de los age
evaluaclion Y mp
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casos 33 114
é excepclonales se wutiliza para apoyo de wuna terapia

individualizada (VOLGEMAN Y CRAIG 1986; SCHOENKNECHT Yy col 1985)

Este parametro, frente a la CMI que sblo informa de 1la

inhibicién de un microorganismo por el farmaco, nos ofrece una

vision dindmica de 1la actividad del antimicrobiano en el

transcurso del tiempo.

VOLGEMAN y CRAIG (1986) clasifican los antimicrobianos,

seglin su cinética de letalidad, en tres categorias :

- marcada dependencia con la concentracién.
- baja dependencia con la concentracién.

- predominantemente bacteriostaticos.

EAGLE y MUSSELMAKN (1948) describieron en penicilina,
antimicrobiano perteneciente al segundo grupo, un efecto
paradégico que consistia en que al aumentar la concentracién
entre 50 y 500 veces la CMI no se producia un incremento, sino

una reduccién de ia actividad bactericida ; hecho que sélo se ha

observado en CcocOS Gram-positivos y que no se han descrito 1n

nyivo" (VOLGEMAN y CRAIG 1986). Un efecto similar se ha visto al

estudiar el efecto de concentraciones crecientes de inolonas

sobre Echerichia coli (SMITH y LEWIN 1988), que afecta de

distinta forma a los diferentes compuestos del grupo estudiados.

j asi rupo
Los aminoglucdsidos son un ejemplo clasico del drup




1,

han sido estudiados "in vitro" (VOLGEMAN y CRAIG 1986)

e "in

V' n ': o .
ivo" (GERBER y col 1983; BLASSER Y col 1985) , comportandose en

ambas Sltuaciones muy dependientes actividad bactericida y
concentracion, de forma que altas concentraciones de farmaco iban

asocladas con una elevada y rapida actividad bactericida.

La mayoria de los estudios realizados con B-lactéamicos

muestran una pequena dependencia de la actividad bactericida con

la concentracidén (NISHIDA y col 1978; GRASO y col 1978; GERBER Yy
col 1984), en estos compuestos se incrementa la actividad al
aumentar la concentracién hasta 5-10 veces la CMI, por encima de
estos niveles no se incrementa la misma significativamente
(VOLGEMAN y CRAIG 1986). Algunos autores han descrito en
cefalosporinas incrementos de la actividad bactericida en un
mayor rango de concentraciones al seflalado anteriormente (KUNST y

MATTIE 1978; GERBER y col 1984).

La actividad bactericida de imipenenm se muestra mas
dependiente de la concentracién que los demas g-lactamicos, asi
YOURASSOWSKY y col. (1983) han descrito que pequefias exposiciones
a altas concentraciones son mas efectivas que largos periodos de

exposicién a niveles mas moderados de farmaco.

; i n <
Eritromicina, cloramfenicol Y tetraciclina presentan,

' iento
al estudiar sus curvas de letalidad un comportamlen

i de los
principalmente pacteriostdtico  con la mayoria

) i a actividad
microorganismos; s6lo ejercen una liger

a . ’
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escasisima dependencia

con la concentracioén (VOLGEMAN y CRAIG

198¢€ : i ;
86). Sobre otros antimicrobianos los datos son limitados e
incompletos.

La técnica para 1la determinacisn de la actividad

bactericida en el tiempo es relativamente simple, consiste en

exponer un cultivo estandarizado del microorganismo a una

determinada concentracion de antimicrobiano, realizando

recuentos de bacterias viables en el momento de la exposicion vy

en el transcurso de esta (MINGUEZ y col 1988; BAQUERO y col
1586) . Como control se utiliza un cultivo no expuesto al farmaco.
Estos estudios se pueden complicar mas cuando se desea conocer el
efecto de niveles fluctuantes de antimicrobiano (simulando
cineticas de eliminacion fisiologicas). La determinacidén de 1la
actividad bactericida se puede hacer "in vivo", por medio de un
muestreo repetido del fluido biolégico infectado (sangre, liquido

cefalorraquideo, etc.) o por medio de recuentos bacterianos en

tejido infectado (VOLGEMAN y CRAIG 1986).

para la cuantificaciéon de este efecto se traza la
denominada curva de letalidad, representacion grafica del numero

de bacterias viables o supervivientes en el eje de ordenadas

frente al tiempo de exposicién (eje de abcisas). De igual forma

se representa el control (no expuesto).

La actividad o efecto pactericida (EB) se define  como

i i 1
la diferencia de bacterias viables entre cultivo contro Y

) e determind.
cultivo expuesto, refiriéndose al momento en que s
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.= EFECTO POSTANTIBIOTICO (EPA) .

El retraso en el crecimiento de microorganismos que han

sido previamente expuestos, durante cortos periodos de tiempo, a

la accion de los antimicrobianos es conocido desde el

descubrimiento de 1los primeros antibiéticos. BIGGER en 1944

(1944) describidé un retraso en la aparicién de turbidez tras 1la

adicién de penicilinasa en cultivos de  Staphylococcus Yy

Streptococcus expuestos previamente a penicilina G.

Afios mAs tarde, otros autores (PARKER y MARSH 1946;
PARKER y LUSE 1948) demostraron que estafilococos expuestos a
penicilina entre 5-30 minutos y transferidos a un medio de
cultivo sin antimicrobiano, no alcanzabkan una velocidad de
crecimiento normal hasta pasadas aproximadamente 1 a 3 horas,
segin el tiempo de la exposicidén previa. Este efecto sobre el
crecimiento de los microorganismos fué confirmado "in vivo" e "in

vitro" por EAGLE Yy col. (EAGLE 1949; EAGLE Y MUSSELMAN 1949;

EAGLE y col 1950a).

A pesar de que estos estudios se iniciaron hace varias

décadas, fueron apandonados hasta la pasada en la gque se

. A e
comenzaron a ampliar los grupos de bacterlas en estudio a Gra

famacos mas modernos.

-«

negativas v los antimicrobianos 2

En 1977, MC DONALD y col. (1977) utilizaron por

imera vez el término "efecto postantibiético“ (EPA) para
pri




describir i
: el periodo de recuperacién que necesitaban las

bacteri i
rias, prev1amente expuestas a un antimicrobiano para
]

re im i
staurar su normal crecimiento. Con este término intentaron

enfatizar que el efecto se debia a una previa exposicién al

antimicroblano, y no a la persistencia de concentraciones

subinhibitorias de éste.

A pesar de que en los ultimos 12 afios se han publicado
diversos trabajos sobre el efecto postantibiético, son varios los
autores (CRAIG y GUDMUNSON 1986; MINGUEZ y col 1988) que insisten
en animar a los demis investigadores a incluir estos estudios en
las lineas de investigacién sobre la actividad de los numerosos
antibiéticos existentes, ya que los conocimientos sobre el ~fecto

postantibiético estan lejos de haberse completado.

Existe una variedad de métodos "in vitro" para la
determinacién del EPA. Todas las técnicas se basan en la
determinacién de la curva de crecimiento de microorganismos tras
la eliminacién de un antibiético, al que previamente han estado
expuestos. La mayoria de lcs autores han utilizado una
eliminacién rapida del antibiético por medio de varios lavados,

dilucion o inactivaciodn enzimatica del antibiético (derivados de
la penicilina).
utilizan modelos mas complicados,

otros autores

imi i6 i ivo" e antibiético con
simulando una la eliminaclon "in V1vOo del

(BERGAN Y CARLSEN 1980; MURAKAWA Y col 1980).

cinética de orden 1




FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE EL EFECTO POCTANTIBIOTICO.,

En la tabla 2 se nuestran los principales factores

que influyen en la presencia y magnitud del efecto

postantibidtico. Los mas importantes Y mejor estudiados son el

tipo de microorganismo Yy de antimicrobiano . El tiempo de

exposicién y concentracién estdn relacionados de forma directa

con la duracidén del EPA (CRAIC y GUDMUNSON 1986; CHIN y NEU 1987;

MINGUEZ y col 1988). Otros factores son menos conocidos, aungque
no por ello menos interesantes, asi, el pH del medio, el tamafio
del 1indéculo y la fase de crecimiento en que se encuentran las
bacterias en el momento de la exposicidén parace que Jjuegan un

papel importante en el desarrollo de este efecto (BAQUERO y col

1986; CHIN y NEU 1987; FUUSTERD 1987a).

Tipo de microorganismo : Indculo
im] ' i 1tivo
Tipo de antimicrobiano Medio de cu
: ) stk
Concentracién de antimicrobilano Fase de crecimlento
icié itacién

Tiempo de exposicilon Agit

del medio Asociacién de
pH del m

antimicrobianos




fi\ i ~ (] .
Tipo de Mlcroorganismo y antimicrobiano.

El EPA se ha descrito Para una gran variedad de

antifangicos (MC DONALD y col 1976; WILSON y ROLINSON 1979:
’

BUSTAMANCE y col 1984; VOLGEMAN y CRAIG 1985). La existencia o no

de tal efecto depende de la pareja microorganismo-

antimicrobiano. En principio, cabe pensar que este fendmeno 1lo

pueden presentar todos los antimicrobianos, aungque ésto no se
puede afirmar categdricamente ya que estos estudios se han

llevado sélo sobre un limitado nimero de microorganismos vy

antibiéticos.

EAGLE y MUSSELMAN (1949) estudiaron el EPA de

penicilina G sobre Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis, Streptococcus de los grupos A, B y viridans,

Streptococcus pneumoniae y Streptococcus faecalis, describiendo

en todos los casos la existencia de tal efecto. Posteriormente,
otros autores estudiaron varios B-lactdmicos y otros antibiéticos
frente a bacterias Gram-positivas, comprobando que en todos se
producia un retraso en el crecimiento (MC DONALD y col 1977; SHAH

1981; KITZIS y col 1984; MINGUEZ y col 1989a)

La duracién del EPA de 21 antibiéticos sobre

aureus ATCC 6538P se muestra en la tabla 3 . De

datos cabe destacar que todos los antimicroblanos ejercen

notable EPA (con la Gnica excepcién de gentamicina) que s




superior en el caso de los agentes no

B-lactamicons. Por otra

parte, se observa una uniformidad en la magnitud de dicho efecto,
situacién, que como se expondra mas adelante, no ocurre en las

bacterias Gram-negativas.

TABLA 5 . EFECTO POSTANTIBIOTICO DE 22 ANTIMICROBIANOS SOBRE

Staphylococcus aureus ATCC 6538P EXPUESTO DURANTE 2 HORAS A

CONCENTRACIONES 4-5 VECES LA CMI.

Parte 1

B-lactamicos

Penicilina G
Ampicilina
Cloxacilina
Dicloxacilina
Nafcilina
Meticilina
cefalotina
cefamandol
cefotaxima
cefoperazona
Ceftriaxona
Moxalactam

Imipenem




Parte 11

Vancomicina
Eritromicina
Clindamicina
Tetraciclina
Cloramrenicol
Gentamicina
Rifampicina
Trimetroprim

Ciprofloxacino

atimidina eliminada por fosforilacién.

Tomada de CRATG y GUDMUNSON (1986).

PARKER y LUSE (1948) estudiaron 22 cepas de

Staphylococcus aureus expuestas a penicilina, sélo en un caso en

gue la cepa era resistente, no se produjo EPA, resultados

similares obtuvieron mas tarde CRAIG Y GUDMUNSON (1986) con el

mismo microorganismo expuesto a dicloxacilina, eritromicina Yy

rifampicina.
KUENZT y col. (1987) estudiaron el EPA de

roxitrouaicina, € itromicina Y clindamicina sobre cOCOS Gram-




ositivos Str 2OCC 5
P (Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae y

8 7 ~O0C e
Staphylococcus _aureus), encontrando para los tres antibiéticos

efectos similares en iguales condiciones de estudio.

Las quinolonas han sido muy poco estudiadas,

ciprofloxacino ejerce EPA sobre Staphylococcus aureus (CRAIG vy

GUDMUNSON 1986; CHIN y NEU 1987; FUUSTERD 1987b) y no sobre

I y NEU 1987). Recientemente MINGUEZ y
han observado efecto postantibidético tras la

exposic 6n de E. coli y S§. aureus a ofloxacino.

En contraste con los comportamientos encont ados al
estudiar cocos Gram-positivus, existen grandes diferencias en los
EPA's de bacilos Gram-negativos. En las tablas 4 y 5 se muestran
los efectos de 13 antimicrobianos sobre cepas estandar de

Escherichia ~oll y Pseudor snas aeruginosa. Mientras los

inhibidores de sintesis proteica y de acidos nucleicos pruducen

efectos entre 1.2-4.2 horas, no producen 0 son negativos los EPAs

de B-lactamicos y trimetroprim.




TABLA 4,

EFECTO POSTANTIBIOTICO DE 13 ANTIMICROBIANOS SOBRFE

gscherichia_riqgli_‘ ATCC 25922 EXPUESTO UNA HORA A

CONCENTRACIONES 4-5 VECES LA CMI.

B-lactamicos
Ampicilina
Cefamandol
Cefotay ma
Cefoperazona

Moxalactam

Imipenem

Otros
Gentamicina
Tobramicina
Tetraciclina
Cloramfenicol
Rifampicina
Trimetroprim

ciprofloxacino

Tomado de CRAIG Y GUDMUNSON (1986) .




TABLA 5.

EFECTO POSTANTIBIOTICO DE 13 ANTIMICROBIANOS SOBRE

g§g9§9@95§§m_§§;uqing§§ ATCC 27853 EXPUESTG UNA HORA A

CONCENTRACIONES 4-5 VECES LA CMI.

B—lgctémicos

Carbenicilina
Ticarcilina
Piperacilina
Cefotaxima
Cefoperazcna
Moxalactam

Imipenem

Otros
Gentamicina
Tobramicina
Amicacina
Netilmicina

Ciprofloxacino

Tomado de CRAIG Y GUDMUNSON (1986) .




Resu I mi i
ltados Ssimilares han sido observados con aislados

clinicos de Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa y Haemophilus influenzae (BUNDTZEN Y col 1981; GERBER

Y GRAIG 1981; BAQUERO Y col 1986; CHIN y NEU 1987) .

KUENZI vy col (1987) observan EPA en roxitromicina,

eritromicina y clindamicina sobre Haemophilus influenzae forzando

las condiciones de estudio (concentracién y tiempo de

exposicion), en comparacion con >ocos Gram-positivos.

El unico derivado p-lactémico en el que se ha

observado EPA es imipenem, tanto sobre Escherichia coli (BAQUERO

y col 1986; CRAIG y GUDMUNSON 1986) como sobre Pseudomonw.s

aeruginosa (BUSTAMANCE y col 1984; ODENHOLT y col 1989).

El comportamiento tan desigual de p-lactamicos e
inhibidores de sintesis preteica y ribonucleica, en relacién al
EPA, parece ser que se produce también en los bacilos anaerobios
Gram-negativos segun observaciones de CRAIG y GUDMUNSON (1986),
los cuales no detectan EPA con cefoxitina y si (2-4 horas) con

clindamicina sobre Bacteroides fragilis.

Los antifungicos también son capaces de retrasar el
crecimiento de levaduras patoégenas (TURNIDGE Y col 1982). CRAIG

y GUDMUNSON (1986) investigaron el efecto de apfotericina B, 5-

fluocitosina, miconazol y ketoconazol frente a diversas cepas de

neoformans, observando que los dos
neotorma’’s

la

candida spp Yy Criptococcus

icid -6 veces
primeros agentes, tras dos horas de exposicion a 4-6 e




CMI ejerci P >
{ p jerclan un prolonqado EPA (1.1-10.6 horas) no ocurria
'

igual co i
g n miconazol y ketoconazol, con los que no se producia o

era de poca duracién.

En cuanto a los antituberculosos, son muy pocos los

datos documentados bibliograficamente, en ellos cabe destacar el

prolongado efecto (aproximadame. e 2 dias) tras 2 horas de

exposicidén de Mycobacterium tuberculosis a isoniazida (BEGGS vy

JENNE 1969; CRAIG y GUDMUNSON 1986).

Concentracién de antimicrobiano.

El primer investigador que estudié la influencia de la
concentracién del antimicrobiano sobre el efecto postantibidtico
fue EAGLE (1949), sus estudios con penicilina G, sobre varios
cocos Gram-positivos, demostraron que el EPA sélo se observaba
con concentraciones altas que eran letales para dichos
microorganismos. La duracién del EPA aumentaba al elevar la
coricentracién, pero hasta un nivel determinado sobre el cual Yya
no ibkan unidos el aumento de concentracién y efecto. Otros

autores (WILSON y ROLINSON 1979) observaron ésto con

aureus expuesto a penicilina G Y ampicilina a 10

Staphylococcus

veces su CMI.

Esta relacién concentracién-EPA también se describid

i i ici ON
para eritromicina, trimetroprim Y rifampicina (CRAIG Y GUDMUNS

1986) en esta Gltima existia dependencia hasta concentraclones
r




de 20 111
0 veces 1la CMI, utilizando 1la Cepa ATCC 6538P de

§taphyloco¢cus aureus.

En

Escherichia coli, expuesto a distintos inhibidores

de i i i i i
sintesls de acido ribonucleico, también se observé un méximo

en el efecto de la concentracién sobre el EPA a partir del cual

no aumentaba este Gltimo (CRAIG y GUDMUNSON 1986;
1987).

CHIN y NEU

Trimetroprim vy los B-lactamicos (excepto imipenem) no
producian efectos significativos hasta alcanzar concentraciones

§-32 veces la CMI del microorganismo en cuestién (SHIMADA y KATO

1976; GERBER y CRAIG 1981).

CRAIG y GUDMUNSON (1986) describieron un EPA
aparentemente negativo al ensayar concentraciones bajas (aunque
siempre suprainhibitorias) de B-lactamicos frente a bacilos Gram-
negativos, era debido a un aumento de microorganismos durante la
primera hora tras la retirada del farmaco. Este hecho se
justificé basandose en las formas filamentosas que inducen los B-
lactamicos durante su accién, las cuales, al ponerse en medio
adecuado sin antimicrobiano, se dividen mas y mds rapidamente que
un cultivo control sin exposicién previa al farmaco. BAQUERO Y
ma Yy

col (1986) observaron un comportamiento similar de cefotaxl

piperacilina frente a bacilos Gram-negativos.




Tlempo de exposicién.

El tiempo de exposicién al antimicrobiano influye

notablemente sobre la duracién del efcto postantibiético (BAQUERO

Y col 1986; CRAIG y GUDMUNSON 1986; CHIN y NEU 1987). Asi, al

aumentar el tiempo de exposicién también lo hace dicho efecto,
hasta un nivel en el cual se produce un estabilidad o meseta. El
tiempo de exposicién tras el cual se llega a esta meseta, en la
que no van unidos aumentos de exposicién con aumentos
significativos de efecto, es distinto para cada pareja
microorganismo-antimicrobiano. Para 1la mayoria de estas parejas
se situa entre 2 y 8 horas de exposicién en microorganismos Gram-
positivos (EAGLE y MUSSELMAN 1949; CRAIG y GUDMUNSON 1986). Los
estudios sobre flora Gram-negativa son mas limitados y parece que

sean necesarios menores periodos de exposicién para obtener un

maximo efecto (MC DONALD y col 1976).

CRAIG y GUDMUNSON (198¢) observaron en Escherichia

coli, expuesto a rifampicina, que reduciendo a la mitad el tiempo
de exposicién y duplicando la concentracién se mantenia el EPA
sin variaciones significativas, esto sugiere que concentracién y

tiempo de exposicidén inciden de igual forma sobre el EPA.

pH del medio.

El pH es un factor de los que se suponia una clara

i B SON
relacién con el EPA pero escasamente estudiado (CRAIG y GUDMUN

= T8 =




1986) . C
) HIN y NEU (1987) han realizado estudios del EpaA de

i : o
iprofloxacino a distintos PH (7.4 y 5.5) observando qu 1
’ e e

efecto dismi AC i i
disminuye en pH acido para diversos microorganismos

GCram-

- ; ; ; .
egativos. Al analizar en profundidad estos datos, hemos de tener

en cuenta como modifica el pH 1la sensibilidad de los

mi i
croorganismos (CMI), la cual normalmente disminruye al alejarnos

de la neutralidad, para, de esta forma separar la influencia del

PH sobre el EPA del aumento de la resistencia del microorganismo

al antibiético.

Tamafio del indculo.

El namero de bacterias viables existentes en el
momento de la exposicién al aatimicrobiano, lo describieron EAGLE
y MUSSELMAN (1949) como un factor que influia en el EPA de

penicilina y eritromicina sobre Staphylococcus aureus, estos

autores utilizaron inéculos de 1x103 y 3x107 ufc/ml (unidades
formadoras de colonias por mililitro) describiendo un ligero
descenso del EPA al aumentar el indculo. MC DONALD y col. (1981)

tambien sefialaron similar descenso en Sus trabajos.

Recientemente, otros autores han ampliado los estudios

sobre este factor en cepas de Escherichia coli expuestas a

ampicilina, ciprofloxacino, tobramicina (RESCOTT Yy col 1988),

1 i 111 icina
imipenem, ceftazidima, cefotaxima, piperacilina Yy gentaml

(BAQUERO y col 1986). Los resultados que obtuvieron venian a

icina
corroborar los de EAGLE y MUSSELMAN (1949) . El EPA de tobramilcC
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fue . 0 mi '
el que se mostré mas dependiente del inéculo (RESCOTT vy
1988).

col

Eg§grderqrecimiento.

Los estudios del EPA se 1llevan a cabo, de forma

sistematica, a partir de cultivos que se encuentran en fase
logaritmica de «crecimiento en el momento de la exposicién al
antimicrobiano. Es por ellc, que éste es uno de los factores
menos analizados, aunque varios autores han descrito efectos

similares tanto al partir de cultivos en fase logaritmica como en

fase estacionaria de Staphylococcus aureus (CRAIG y GUDMUNSON

1986) y Pseudomonas aeruginosa (GERBER Yy col 1982), expuestos a

penicilina y gentamicina respectivamente.

Agitacién.

La mayoria de los autores no indican en sus trabajos
si el cultivo, durante el ensayo, estaba sometido a algln tipo de

agitacién o no. CRAIG y GUDMUNSON (1986) los hacen siempre en

agitacién. WILSON Y ROLINSON (1979) al estudiar el EPA de

penicilina G sobre Staphylococcus aureus no observan diferencilas

significativas entre los resultados obtenidos en agitacién Yy

i i E
aquellos en que el medio se mantenla en reposo. Sin embargo, LE

icili u
col (1982) detectan un mayor EPA en ampicilina sobre un

n respecto al mismo en

¥

cultivo de Escherichia coli en agitacio




p b= - _lSt— [ p

concluyente la influencia de este factor sobre el EPA

ODENHOLT y col. (1989) al utilizar inéculos elevados

no '
detectan EB ni EPA en reposo, aunque si al agitar y oxigenar

el medio.

Medio de Cg}_tivo i

La wutilizacién de diversos medios de cultivo para la
determinacién de la actividad de un antimicrobiano, es conocido

desde antiguo gue influye sobre los resultados de ésta.

El caso mas tipico, en el que se detecta una gran
importancia del tipo de medio para la realizacién de estos
estudios, ocurre con Trimetroprim, el cual, utilizado en caldo de
soja tripticasa (TSB) y caldo Muller-Hinton, ofrece unos
resultados muy dispares. Este distinto comportamiento se debe a
la diferencia tan grande de estos medios en cuanto a la
proporcién de timidina, mayor en (TSB), la cual inhibe la
actividad del antimicrobiano en cuestién, hecho que se comprueba
al eliminar la timidina del medio y comparar los resultados con
horas

aquellos obtenidos en Muller-Hinton ( 2.4 Y 2.2

respectiv.mente) (CRAIG Y GUDMUNSON 1986) .

WILSON y ROLINSON (1979) no han observado diferencias

en el EPA de penicilina sobre Staphylococcus aureus. BUNDTZEN Yy

] e
col (1981) estudiaron la influencia del suero sobre el EPA d
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rifampici i icli
Piclna y tetraciclina en Escherichia coli y detectaron un

ran des i i
g scenso del EPA, sin embargo, si tenemos en cuenta que el

V mn
alor de la CMI en el suero aumenta notablemente y adecuamos las

cundiciones de estudio a multiplos de CMI en el medio donde se va

a reallzar el ensayo, el EPA en caldo Y suero es similar.

CHIN y NEU (1987) observaron con ciprofloxacino un

importante efecto de los iones Mg++ sobre el EPA, pero también

incidia de forma significativa en la CMI.

Asociacidén de antimicrobianos.

FUUSTERD (1987c) describié sinergismo, tanto al
estudiar la CMI como el EPA, de ampicilina asociada a

estreptomocina frente a Enterococcus faecalis y  Enterococcus

faecium. Destacé una buena correlacién entre el incremento del

poder bactericida y el EPA al combinar estos dos farmacos.

Amoxicilina m&s clavulanico ha sido estudiada
recientemente por MINGUEZ Yy col. (1988), observandose en esta

asociacién un incremento en l1a actividad bactericida unido al

desarrollo de un mas prolongado EPA.

Asociacién de microorganismos.

MINGUEZ y col. (1989b) han estudiado el EPA de

i iados de E.
amoxicilina Y netilmicina sobre cultivos puros y asocila E.

6] fio i o del EPA
coli y S. aureus, describiendo sb6lo un pequefio increment

- 79 -




de amoxicilina frente a s

MiXto junto al otro microorganismo.

2.3.2.- MECANISMO DEL EFECTO POSTANTIBIOTICO.

El mecanismo preciso por el que los antimicrobianos
inducen la supresién en el crecimiento en la fase postantibiética
es desconocido. Los diferentes EPA's que se producen con las

diversas parejas microorganismo-antimicrobiano sugieren que

multiples mecanismos estan envueltos en dicho efecto.

La teoria que parece mas aceptada es aquella que
explica el efecto debido a un dafio no letal que se produce en la
bacteria y/o a la persistencia de farmaco en los lugares de unién
con el microorganismo. El que el EPA llegue a un maximo, tanto en
el caso de forzar la concentracién como el tiempo de exposicién,
sugeriria un interaccién farmaco-receptor (CRAIG Yy GUDMUNSON
1986) . Es bien conocido que eritromicina, tetraciclina y
cloramfenicol se unen reversiblemente a las subunidades
ribosémicas especificas de las pacterias susceptibles (WEISBLUM Yy
DAVIES 1968), de esta forma, el EPA de estos antibiéticos podria
cesario para difundir desde los ribosomas

representar el tiempo ne

(CRAIG Y GUDMUNSON 1986). Sin embargo, en contraposicién con esta

hipétesis, GERBER Y CRAIG (1981) describieron que el EPA de

i una
eritromocina con Streptococcus pneumoniae, no desaparece tras

i el
incubacién de 24 horas a 4°c, tiempo durante la cual
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antimicrobiano

difunde desde ions ribosomas incluso fuera de 1a

célula.

Los aminoglucésidos tienen un efecto letal e

irreversible sobre 1los ribosomas, ¢ste hecho, segin CRAIG vy

GUDMUNSON (1986), explicaria la dificultad de la determinacién

del efecto postantibiético "in vitro" de estos antimicrobianos.

El prolongado EPA "in vivo" de estos farmacos podria representar

la unién de cantidades no letales de farmaco con la consecuente
paralizacién de la sintesis proteica. Asi, se podria concluir que
durante 1la exposicién a los antimicrobianos inhibidores de 1la
sintesis proteica o ribonucleica, los microorganismos sufren una
merma de sus proteinas necesarias pa-a el metabolismo y
crecimiento bacteriano; el EPA representaria el tiempo de
resintesis de estas proteinas (CRAIG Y GUDMUNSON 1986). Las
quinolonas ejercerian EPA por unirse a la ADN girasa y/o al ADN,

el periodo de recuperacion podria representar el tiempo necesario

para gque se rompa la unién con su lugar de accién (FUUSTERD

1987a).

En el caso de los antibiéticos B-lactémicos, las

diferencias entre los EPA's de bacterias Gram-negativos y Gram=

positivas hacen mas dificil explicar el mecanismo del EPA (CRAIG

y GUDMUNSON 1986) . Estos antimicrobianos se unen covalentemente a

distintas proteinas fijadoras de penicilina, algunas de las

i TT
cuales estan envueltas en la sintesis de la pared celular (SPRA

; A 4 .
1978) . Una posible explicacién del EPA seria justificar el tiemp




e \ 2 : :
querldo para la sintesis de nuevas enzimas, sin embargo, no se
’

explicaria la marcada diferencia entre los EPAs de Gram-

positivos

Y Gram-negativos (CRAIG y GUDMUNSON 1986). Es conocido que el

complejo penicilina-enzima se puede romper regenerando la enzima

sin pérdida de su capacidad sintetizadora (TOMASZ 1979) y 1la

nroporcidn en que esto sucede no es la misma en todos los

microorganismos (FUAD y col 1976). Asi, la vida media de la unién

f-lactamico-proteina es menor en bacilos Gram-negativos que en

cocos Gram-positivos (TAMURA y col 1976; GEORGOPAPADAKOU y KIU
1980). CRAIG y GUDMUNSON (1986) sugieren que la diferencias de
EPA entre Gram-positivos y Gram-negativos serian debidas a las
diferentes tasas de liberacién de las enzimas del complejo, tras

la retirada del antimicrobiano del medio.

ODENHOLT y col. (1989) sugieren que la razén por la
que sbélo imipenem ejerce EPA sobre bacilos Gram-negativos es su
lugar de accién, es decir, al actuar sobre las PBP-2 la y 2a no
se originan formas filamentosas, las cuales serian responsables,
por su divisién mas rapida y numerosa, de la ausencia de efecto

en otros B-lactamicos que si inducen estas formas.

2.3.3.- EFECTOS RELACIONADOS CON EL EPA.

igual gue
Existen otros fenémenos que se producen, al ig q

. . 2 S decir; en 1a
Fot & antimicrobiano, €
xposicidén a un
el EPA, tras la e

e t - ] . N
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de 1las bacterias a los leucocitos y el

"aumento de resistencia"

de 1 ] i ]
€S mlcroorganismos a determinados antimicrobianos en la

fase
postantibiética.

Incremento_dgrgggqegpip;}idgd a los leucocitos.

MC DONALD y col. (1981) y PRUUL y col. (1981; 1988)

demostraron que los microorganismos tras la exposicién a un

antimicrobiano se hacen mis susceptibles al ataque de 1los

leucocitos. Staphylococcus aureus Yy Streptococcus pyogenes

presentan una mayor susceptibilidad tras el tratamiento que

Escherichia coli. Por otro lado, con los inhibidores de la

sintesis proteica cloramfenicol y gentamicina, se obtiene una
mayor sensibilizacién que con los B-lactamicos ampicilina,

amoxicilina y cefoxitina, cuando se estudia Escherichia coli.

GERBER y CRAIG (1981) observaron en un modelo
experimental con animales normales, que al inyectar
microorganismos de un cultivo fresco (sin tratamiento previo) Yy
microorganismos en fase postantibiética, estos Gltimos morian mas

rapidamente que los primeros. Por el contrario, cuando utilizaron

animales neutropénicos, las pacterias no morian. Esto indica que

1 1 A "3 1 ll'
la sensibilizacidn a l1os leucocitos tambilén ocurre "in vivo

PRUUL y MC DONALD (1979), al estudiar la relacién

aciéd 4 1 caso
entre el efecto descrito y la concentracion de farmaco en &

ignifi i uno al
de cloranfenicol, observaron un aumento significativo del




aumentar #
&l otro. -on 60 mcg/ml, concentracién

maxima de
cloranfenicol utilizada,

no llegaron a la saturacién del efecto.

T L b 4
ambién describieron una relacién lineal entre tiempo de

€Xposicion y sensibilizacién de las bacterias,

siendo de destacar

Jjue tras un minuto de exposicién de Escherichia coli a

:loranfenicol, detectaron un

incremento significativo de 1la

susceptibilidad al ataque leucocitario.

El mecanismo intimo por el que se produce este efecto
nd> esta totalmente aclarado, MC DONALD y col. (1981) sugieren la
pisibilidad de que sea debido a las alteraciones a nivel de pared
o membrana celular que se producen tras el tratamiento
artibiético. La pared celular y la membrana (estructuras externas
bacterianas), son el 1lugar de accién directa de varios
antimicrobianos, sin embargo, existen otros farmacos que aunque
no tengan en estas estructuras su lugar de accién,
iniirectamente las pueden afectar. Asi, cleranfenicol, que actda
scbre la peptidiltransferasa a nivel ribosémico, induciria la
sintesis de proteinas defectucsas que al incorporarse en la
moembrana celular alterarian su intergridad Yy funcionalidad
({IRASHIMA y col 1973; ZUSMAN 1973). También se han descrito
cambios en la pared celular de los microorganismos tratados con

eminoglucésidos (LIDA Yy KOIKE 1974). De esta forma, MC DONALD Yy

tol. (1981) Jjustifican que los antimicrobianos no B-lactéamicos

nas
sroduzcan alteraciones en las estructuras externa Y

£l i i 1 forma gue
consiguientemente sensibilicen a las bacterilas de 1igua

los B-lactémicos.




Descenso de la actividad bactericida en la fase postantibiotica

Los datos que existen sobre este fenémeno son

limitados. GERBER Y CRAIG (1981) y VOLGEMAN Y col. (1983)

describieron un descenso de la actividad bactericida de

determinados antimicrobianos en la fase postantibiética. Estos

Gltimos estudiaron Streptococcus pneumoniae y ampicilina ecvwando

la fase postantibiética habia sido inducida por eritromicina.

También se ha descrito para B-lactamicos y Trimetroprim sobre

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

previamente tratados con rifampicina o eritromicina.

Este fenémeno, al igual que el EPA, estd muy
inflvenciado por el microorganismo (bacilos Gram-negativos se

hacen mas resistentes que Staphylococcus aureus) y el

antimicrobiano (Trimetroprim y B-lactamicos mas que

aminoglucésidos) (CRAIG y GUDMUN-ON 1986) .

2.3.4.- DETERMINACION " in vitro " DEL EFECTO POSTANTIBIOTICO.

Técnicas para la eliminacién del antimicrobiano.

isti dos
En este apartado revisaremos los distintos méto

ventajas
existentes para la determinacién del EPA, sefialando sus

e inconvenientes.
-




Métodos rapidos.

Los mé api 1mi 16
métodos rdpidos de eliminacién del antimicrobiano

mds utilizados son 1los 1lavados repetidos del cultivo y 1a

lnactivacién por B-lactamasas. Otros métodos mas recientemente

empleados son 1la dilucién de cultivo y la

filtracién con un
filtro membrana.

a) Método de lavado . Se basa en la centrifugacién
el caldo de cultivo a 1200-2000 g durante 5-10 minutos,
eliminacién del sobrenadante y resuspensién del sedimento en
caldo de cultivo sin antimicrobiano (MC DONALD y col 1977;
BUNDTZEN y col 1981; KITZIS y col 1984). Todos los
investigadores que han utilizado esta técnica, repiten al
menos dos veces el proceso previamente indicado. Con la
retirada del 90% del sobrenadante en los dos lavados, se
consigue una reduccién de la concentracién de antimicrobiano
de apro.imadamente 100 veces (MC DONALD y col 1976; 1977).
Pero con un mas completo decantado del sobrenadante se

pueden conseguir reducciones de hasta mds de 10000 veces

segGn MC DONALD y col. (198:).

E1 lavado "per se" puede causar una reduccién temporal

del crecimiento del microorganismo (PARKER Y MARSH 1946),

debido posiblemente a un descenso de la temperatura durante

la centrifugacién, al efecto mecénico de la propia

SO a un peor acceso de los nutrientes

centrifugacién e inclu
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al nicleo de la masa bacteriana. Por ello, es imprescindible

utilizar un control sin antibiético, el cual se someteri al

mismo procesamiento que los cultivos expuestos al farmaco.

Este método es aplicable a todos los antibiéticos,

pero hay que tener en cuenta que el proceso de eliminacién

se prolonga alrededor de 30 minutos.

b) Inactivacién del antimicrobiano. Este método es muy
simple y rapido pero es exclusivo de los antibidticos B~
lactamicos (EAGLE 1949; WILSON y ROLINSON 1979). La simple
adicién de B-lactamasa, disponible comercialmente, al
cultivo expuesto al antimicrobiano, inactiva rapidamente a
penicilinas y cefalosporinas. Otro método similar, factible
para aminoglucésidos, es la adicién de polvo de celulosa, el
cual se une e inactiva estos antimicrobianos, pero
necesitaria de una posterior centrifugacién para separar el

complejo polvo-farmaco del medio de cultivo (GERBER Y col

1982) .

c) Dilucién del cultivo. GERBER Y CRAIG (1981),
BUNDTZEN y col. (1981) utilizaron este método  para
eliminacién del antimicrobiano. Consiste en adicionar un

i oy : e
pequernio volumen del cultivo expuesto al antimicroblano a

i i ién
volumen mucho mayor de caldo libre de farmaco. La dilucl

i idual
del cultivo primario ha de ser tal, que la cantidad resl

imi o del
de antibiético que qguede no afecte el crecimient

idad no afecta
microorganismo. para comprobar que esta cantida
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el normal crecimiento de los microorganismos
’

se adiciona a

un o ' ira
cultivo que servira como control. A concentraciones

cercanas a la CMI, una dilucién de 1:100 es suficiente para

asegurar una efectiva reduccién de 1la concentracién de

antimicrobiano; a concentraciones mas elevadas de

antibiético serian necesarias diluciones de 1:1000 &
1:10000, segin estudios realizados por BUNDTZEN y col.
(1981) . Por otra parte, hace falta partir de un elevado
inéculo de al menos 105-10‘b ufc/ml ya que a la vez que
diluimos el antimicrobiano, también se diluye la suspensién
bacteriana. Este método, al igual que el de los lavados y
centrifugacién, puede aplicarse a todos los antimicrobianos,
sin embargo, para antibiéticos con répida actividad
bactericida, puede darse un reduccién en el nGmero de

pacterias viables tal, que tras la dilucién estos niveles

estén por debajo de los detectables en el recuento.

d) Filtracién. Este método fué descrito por LORIAN
(1926). Consiste en exponer a los microorganismos, situados
sobre un filtro membrana, a la accién del farmaco, el cual,
a partir del agar sobre el que se dispone el filtro, difunde
hacia este. Tras esta exposicién el antimicrobiano se

elimina por difusién al transferir el filtro a un agar sin

i i ste
antimicrobiano durante unos 10 minutos. Se repite e

ax 1 imi i . Una
proceso para asegurar la maxima eliminacién de farmaco

i imi itua el
vez expuesto al antimicroblano Y eliminado éste, se Sl

3 (-]
filtro sobre una placa de agar nutritivo precalentado (35°C)
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Y se incuba. écnj
Este técnica, como cabe Suponer, utiliza varios

filtros m ti
embrana somctidos a iguales condiciones, cada

filtro se i1i A i
utilizard para el posterior recuento de bacterias

viables. >
s Para esto, se suspenden las bacterias adheridas al

filtro, por medio de agitacién, en solucién salira y de esta

suspensién se hacen 1los recuentos en placa (CRAIG Yy

GUDMUNSON 1986) .

Una de las ventajas de este método es que el

microorganismo es menos afectado por cambios osméticos y

otros efectos mecdnicos que se producen en un caldo de

cultivo (LORIAN 1986).

Métodos especiales. Modelos farmacocinéticos.

Estos métodos persiguen simular las condiciones "in
vivo" de eliminacién gradual del antimicrobiano conforme una
cinética de orden 1. La exposicién de los microorganismos a
concentraciones constantes de antimicrobiano, como se hace con
las técnicas anteriormente descritas, difiere considerablemente
de lo que ocurre "in vivo", esta es la razdn por la que se han
desarrollado otros métodos mias complejos de eliminacién del

firmaco, simulando las condiciones fisiolégicas. Los métodos mas

utilizados son:

a) Modelo de dilucién. Consiste en la eliminacién del

i i i o de
antimicrobiano por diluciones progresivas del cald

i i o
cultivo que contiene el microorganismo Y el farmaco,
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sust i
rayendo de este volumenes lguales a los que se reponen

con caldo libre de farmaco. E1 inconveniente de este modelo

€s que a la vez que diluimos el antimicrobiano, diluimos el

inoculo bacteriano. Algunos autores corrigen el recuento

bacteriano de acuerdo con la dilucién que se hace del medio

(MURAKAWA y col 1980; GERBER y col 1982). SHAH (1981)

utiliza un filtro millipore a la salida del frasco para

evitar la perdida de microorganismos.

b) Modelo de didlisis. Este modelo se basa en la
existencia de dos compartimentos, uno de los cuales contiene
el cultivo del microorganismo en estudio y el otro sélo
medio de cultivo. Seglin pretendamos ver el efecto del
farmaco, simulando una administracién I.V. o I.M., se
adiciona éste en el compartimento gque contiene los
microorganismos o en el otro, respectivamente. Por difusién,
a favor de gradiente, pasara de un compartimento al otro,
eliminandose asi el farmaco. Este método tiene la ventaja,
frente al anterior, de no diluir el inoculo bacteriano, sin
embargo, ambos modelos farmacocinéticos tienen el
inconveniente de no poder delimitar el efecto debido a las
concentraciones sub-inhibitorias que van quedando en el

medio, del efecto postantibiético (CRAIG Y GUDMUNSON 1986) .




2.3.5.- DETERMINACION DEL EPA "in vive",

Los conocimientos del EPA "in vivo" son mucho méas

limitados que los existentes sobre dicho efecto "in vitro". Se

basan en muestreos seriados de un tejido o fluido biolégico de un

animal Y la determinacién de bacterias viables, tras el

tratamiento antimicrobiano y descenso de los niveles de farmaco

en dichos lugares.

Varios modelos han sido puestos a punto para el estudio

del EPA "in vivo":

- infeccién en muslo de ratén (CRAIG y GUDMUNSON
1986) .

- meningitis en conejo (TAUBER y col 1984).

- endocarditis en ratas (HESSEN y col 1989).

- implantacién subcutanea de gasa-antibidtico en
conejo (RENNEBERG y WALDER 1989).

- implantacién subcutanea de "tissues cages" en

conejo (ODENHOLT Yy col 1988).

CUANTIFICACION DEL EPA "in vivo".

: .t
El céalculo del EPA "in vivo" es similar al determinado in

1 . . . M (

GUDMUNSON 1986) :




EPA =T ~-C-M

EPA: efecto postantibiético "in vivo"

T: tiempo

requerido para que el nimero de microorganismos

existentes tras la caida del farmaco por debajo de 1la CMI

incrementen su poblacién 1 log 10.

C: tiempo necesario para aumen*tar 1 log 10 la poblacién no

tratada.

M: tiempo durante el cual los niveles de farmaco en el lugar

de accibén son mayores a la CMI.




CAPITULO TERCERO. APORTACION PERSONAL.




3.1.- OBJETIVOS.




Los objetivos propuestos al inicio del presente trabajo

1.- Determinacién de la sensibilidad (CMI) de distintas

cepas de Shigella sonnei, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae

y Pseudomonas aeruginosa, aisladas de material clinico, a los

inhibidores de 1la girasa: &cido nalidixico, norfloxacino vy

ciprofloxacino.

2.- Puesta a punto y adaptacién de la técnica de estudio del
efecto postantibiético al laboratorio de Microbiologia de 1la

Facultad de Medicina de Granada.

3.- Determinacién de 1la cinética de letalidad (efecto
bactericida en el tiempo) de las tres quinolonas, frente a las

cepas selecionadas.

4.-Determinacién del efecto postantibiético de écido
nalidixico, norfloxacino Y ciprofloxacino sobre las cepas

seleccionadas, estudiando la influencia de 1los factores

concentracién y tiempo de exposicién.

5.-Determinacién del efecto postantibiético de las citadas

guinolonas éen orina.




3.2.- MATERIAL Y METODOS.




3.2.1.- MICROORGANISMOS ESTUDIADOS.

En este trabajo hemos partido inicialmente de 10

cepas de Shigella sonnei,

aisladas de heces de individuos con

cuadro diarreico agudo; 10 cepas de Escherichia coli, 10 cepas de

Klebsiella pneumoniae y 10

cepas de Pseudomonas aeruginosa

alsladas de orinas de individuos con infeccién del tracto

urinario, en el Servicio de Microbiologia y Parasitologia del

Hospital Universitario de Granada.

Todos los microorganismos habian sido conservados
mediante 1liofilizacién. Al inicio de este trabajo se volvié a
efectuar la identificacién bioquimico-morfolégica y tipacién
serolégica en su caso (S. sonnei). Para ello, en primer lugar se
procedié a la rehidratacidén de las cepas liofilizadas, para 1lo
sual se adicionaron unas cuantas gotas de solucién salina estéril
a los viales. A partir de esta suspensién, se sembrd en
placas de agar Muller-Hinton y agar Mac Conkey, incubdndose en
atmésfera aerobia a 35+1°C durante 16-20 horas; de forma paralela
se sembraron en caldo Shaedler, incubandose en iguales
condiciones (este Gltimo medio facilitd el crecimiento de las

cepas gque no lo hicieron en los medios sélidos). A partir del

caldo Shaedler se reaislaron en los medios sélidos ya ‘'ndicados

para, de este modo, proceder a Su identificacién propiamente.Esta
!

] icio de
se realizé siguiendo las pautas habituales en el Servic

con las
Microbiologia ¥y parasitologia del H. U. G. y de acuerdo

- g7 =




normas establecidas en el "Bergey's Manual of Systematic

Microbiology" (BRENNER 1984;

PALLERONI 1984).

Los numeros de referencia de estos microorganismos, en

relacién a 1la coleccién del citado Servicio, se recogen en la

S. sonnei E. i K. pneumoniae P. aeruginosa

HC- 12 HC-257 HC- 40
HC- 13 HC-280 HC- 46
HC- 20 HC-295 HC- 58
HC- 26 HC-315 HC- 60
HC- 28 HC-320 HC- 83
HC-126 HC-322 HC- 90
HC-127 HC-348

HC-712

HC=-776

3sd.ds~ ANTIMICROBIANOS UTILIZADOS.

igui s agentes
Se empled sustancia valorada de los siguiente g

inhibidores de la girasa:




- Acido nalidixico anhidro (Laboratorios SIGMA:
!

Lote 53F- 5034) en forma de sal sédica con méximo grado de pureza
(100%).

- Norfloxacino (Laboratorios MERCK; Lote 0738760)

de pureza 996 mcg/g.

- Ciprofloxacino (Laboratorios Bayer; Lote 9867)

de pureza 827 mcg/qg.

3.2.3.- MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS.

En este apartado pasamos a describir 1la procedencia,
composicién y preparacién de los medios de cultivo empleados en

este trabajo.

CALDO SHAEDLER (Laboratorios OXOID; Code CM 497).

Férmula (por litro):

Triptona (OXOID; CM 129).......-
Peptona (OXO0ID; L 92)

Extracto de levadura (OXOID; L 21)ccceccescs

Dextrosa. .

Clorhidrato de citeina L s ew e neiial R

10000001 g
Hemina... ..

Tampon TRIS




Para su preparacién se disolvieron 26.5 gramos de medio

deshidratado en un litro de agua destilada, mezclandose bien

hasta obtener una solucién homogénea ayudados de calor (hasta

ebullicién) vy agitacién manual. Se ajusté el pH a 7.240.1 y se

repartié en frascos de vidrio (500 ml) para su posterior

esterilizacién en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

AGAR MULLER-HINTON (Laboratorios OXOID; Code CM 337).

Férmula (por litro):
Caldo de carne deshidratadoc......¢e0¢20....300.0 g
Hidrolizado de caseina... Wi GG
Sterck......, siine MER SR B R e

Agar...--....... LI Y .--.-....o..---.l?.c’g

Este medio se prepard suspendiendo 38 gramos en un
litro de agua destilada, para su disolucién se calenté hasta
ebullicién y agité manualmente. Una vez disuelto y ajustado el pH
a 7.2+40.1 se esterilizdé en autoclave a 121°C durante 15 minutos

en botellas de vidrio de 500 ml cuando su finalidad fué 1la

preparacién de placas de recuento, y en tubos de vidrio de tapén

de rosca de 20 ml para la preparacién de placas para

determinacién de CMI.

indivi edades
La orina fué recogida de individuos sanos, con




comprendidas entre 25-30 afnos, en recipientes estériles.

dichas orinas se hizo un "Bool",

Con

procediendo posteriormente a su

esterilizacién en autoclave (121°C durante 15 minutos).

Antes de cada experiencia se comprobé el PH, y sobre un

pequefio volumen de orina se determind la concentracién de

magnesio.
DETERMINACION DE MAGNESIO EN ORINA.

Para la cuantificacién de Mg++ se siguié una técnica
colorimétrica (Biotrol R) que utiliza azul de calmagite para
formar un complejo coloreado con magnesio, de intensidad
proporcional a la concentracién de éste. Para eliminar la
interferencia de calcio y otros metales utiliza EGTA Y cianuro
potasico. La lectura espectrofotométrica se realiza a 540 nm

(GINDER y HETH 1971).




3.2.4.- DESCRIPCION DEL ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD.

TECNICA DE
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.

Como fase previa en el estudio del efecto bactericida

en el tiempo y efecto postantibiético se determinaron las

concentraciones minimas inhibitorias (CMI's) de las tres

quinolonas en estudio frente a las cepas de Shigella sonnei,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa.

Para dicha determinacién hemos utilizado la técnica de las
diluciones dobles progresivas en medio sélido, que pasamos a

describir a continuacién.

PREPARACION DEL INOCULO. A partir de un cultivo de 16-20 horas
agar Mac Conkey de cada microorganismo estudiado se toma con
asa una colonia y se inocula en 8-10 ml de caldo Shaedler.
incuba a 35+1 °C hasta que se alcanza la fase logaritmica

crecimiento, lo que se logra tras 4-6 horas en agitacién.

PREPARACION DEL ANTIMICROBIANO. Se procede a la preparacién de
una solucién patrén de cada uno de los antimicrobianos ensayados,
para lo cual se diluyen 25.6 mg de la sustancia valorada del

farmaco en 10 ml de agua destilada estéril. En el caso de

norfloxacino se solubilizdé en dimetil-sulfoxido (DMSO). Para los

axi se
antimicrobianos dque no estaban en maximo grado de pureza,

adapté ésta, para que la cantidad de sustancia activa pesada

fuese 25.6 mg.




Una 16
vVez preparada la solucién patrén se procedié a 1la

diecisei ' i
Clsels diluciones en total para cada uno, 1lo que supone un

rango desde 2560 a 0.06 mcg/ml.

PREPARACION DE LA PLACAS. Se han utilizado placas de Petri

estériles de 145 mm de di&metro en las que, normalmente probamos

8 cepas diferentes por placa. Para ello dividimos las placas en 8

partes, sefalando en el fondo, con rotulador la cepa de prueba.

El medio utilizado fué el agar Muller-Hinton preparado en tubos
de 20 ml como se detalld anteriormente. Estos para su utilizacién

se funden al bafio maria.

Para la prueba, 7y por cada antimicrobiano, se utilizan
series de placas numeradas del 1 al 16, siendo la primera la que
contendria la maxima concentracién de farmaco. Con una pipeta de
dispensacién automatica se toman 1000 mcl del tubo que contiene
la solucién patrén y se depositan en la primera placa. Para el
resto de la placas se toman 1000 mcl del tubo gque contiene la
dilucién apropiada del farmacc Y se depositan en la placa

correspondiente a esa dilucién. A continuacién, se afiade a cada

placa 20 ml de agar Muller-Hinton previamente fundido y mantenido

a una temperatura de 45°C, aproximadamente, en bafio maria, y se

mezclan bien para que el antimicrobiano se reparta uniformemente

¢ e
por el medio. De esta manera, en cada serie de placas se obtien

i i imi i 3 8, 64
las siguientes concentrac1onesf1nales de antimicrobiano 128, ;

34 15, 8,4, 3, 1, BNy 0.25, 0.125, 0.06, 0.03, 0.015, 0.007 ¥
r r

0.003 mcg/ml.




Una
vez secas las placas, se procede a 1la siembra

multiple en superficie

de cada una de las cepas que se van a

estudiar. Para ello, se ha

utilizado un asa calibrada que

proporciona 0.001ml de cuitivo de la suspension bacteriana con

densidad de crecimiento de 1¢° a 10° unidades formadoras de

colonias por mililitro. La siembra se hace a partir de caldo

Shaedler.

Efectuada 1la siembra, las placas se incuban en una

estufa a 35+1°C durante 18-24 horas.

CONTROL. Como control de crecimeinto se inoculan las distintas
cepas ensayadas en el medio referido pero sin antimicrobiano,
incubandose en las mismas condiciones que 1las placas que
contienen el farmaco. Asi mismo, en cada serie se incluyé la

cepa de referencia Escherichia coli ATCC 25922.

LECTURA. Tras 18-24 horas de incubacién se procede a la lectura
de 1la placas, definiendose la concentracién minima inhibitoria
(CMI) como la minima concentracién de farmaco que impide un
desarrollo bacteriano objetivable a simple vista, o el 80% del

crecimiento en relacién al control.

De acuerdo con el conocimiento de 1los valores

obtenidos de CMI para las distintas cepas, Se€ elegieron al azar

i i i ] ecto
cuatro cepas de cada especle para realizar el estudio de ef

ipidti ] la
pactericida en el tiempo y efecto postantibiético, €S decir,

i se conocia
eleccién al azar sélo se hizo con cepas de las que




exacta imi
mente su CMI, eliminando aquellas con valores de CMI

no
detect
ados por ser menores de 0.007 mcg/ml (hecho que ocurrié con

ciprofloxacino) asi como las resistentes.

3.2.5.- DESCRIPCION DEL ESTUDIO DEL EFECTO BACTERICIDA EN EL
TIEMPO.

PREPARACION DEL INOCULO. El microorganismo debia estar en fase
logaritmica de crecimiento en el momento de exponerlo al
antimicrobiano. Esto se consiguidé mediente la inoculacién de una
~ dos colonias del mismo, previamente sembrado 16-20 horas antes
en medio sélido (agar Muller-Hinton) e incubado 35%1 °C, en un
caldo de cultivo Shaedler, del que se hacian diluciones seriadas
1:10 e incubaron durante la noche (8-10 horas). Al dia siguiente
se elegia el tubo con una densidad éptica de 0.3 medida a 580 nm
en un espectrofotémetro. Este método nos permitia empezar las
experiencias a primera hora de la mafiana. Otra forma de conseguir
un inéculo con crecimiento en fase exponencial fué diluir un
cultive de 16-20 horas en un medio liquido precalentado 1000
veces, dicho medio se incubd en agitacién hasta alcanzar la

densidad 6ptica antes indicada. Este método se siguié cuando 1la

experiencia comenzaba a media mafiana, Ya que se alcanzaban las

condiciones 6ptimas tras 3-4 horas de incubacién.
= &
Se utilizaron dos tipos de indculo, uno de 10 -10

ufc/ml que fué suficiente para el estudio del efecto pactericida

= 106 =




a e ;
Y postantibiético de acido nalidixico, ya que su activida

ménor y su cinética mas lenta,

es

y otro de 10°-10” ufc/ml para los

otros dos inhibidores de 1la girasa.

La razén de este inéculo

mayor
y fue el no perder toda 1la masa microbiana, tras la

exposicién, para el estudio del efecto postantibiético

Para obtener inéculos finales de 105-106 y 106-107

ufc/ml se tomé 0.1 ml y 1 ml, respectivamente, de la suspensién

madre Yy se adicionaron a 99.9 ml de caldo Shaedler el primero y

a 99.0 ml el segundo.

PREPARACION DEL ANTIMICROBIANO. Se prepard una solucidén madre de
antimicrobiano en agua destilada estéril para a. nalidixico vy
ciprofloxacino, y en DMSO para norfloxacino. La solucién se
preparé 100 veces mas concentrada que la maxima concentracién
final gque se pretendié ensayar (8 veces la CMI para estudios en
caldo Shaedler y 300 mcg/ml para ensayos en orina). A partir de
1a solucién de 8 veces la CMI se hacen diluciones dobles
seriadas, de forma que tomando 1 ml de estas diluciones Yy
adicionandolo a 99 ml de caldo con la bacteria en estudio, se
obtienen concentraciones finales de 8, 4 ,2 Yy 1 vez la CMI. Para
obtener una concentracién final de 300 mcg/ml (concentracién

urinaria) se diluye de forma analoga la solucién patrén de 30

mg/ml.

INCUBACION. La incubacién para el estudio del EB se hizo en una

i i i6 e
estufa con agitador AUTOBAC-1 que pr0porc1onaba una agitacion d

110 rpm a temperatura 35+1°C.

- 106 -




R
ECUENTO DE BACTEKIAS VIABLES EN PLACA. Para el establecimiento

de la curva de letalidad se hicieron

recuentos de bacterias

viables en el momento de 1la exposicién (tiempo 0), a los 30 y 60

minutos y cada hora, hasta un total de ocho a partir de 1la

exposicién.

Para ello se tomé 0.1 6 0.2 ml de los cultivos y se

diluian en solucién salina estéril, tantas veces como nos
interesara, con el fin de facilitar el recuento de ufc en las
placas donde se inoculaban para su posterior recuento. Asi pues,
se prepararon tubos que contenian 1.8 o 9.9 ml de solucién salina

estéril, de forma que al adicionarles 0.2 y 0.1 ml de caldo de

cultivo, respectivamente, diluiamos al 1:10 y al 1:100.

Con el fin de abarcar un amplio rango de
concentraciones bacterianas, para cada recuento se sembraron tres
diluciones consecutivas de cada muestra, asi nos asegurabamos
tener al menos una placa con un nimero de colonias entre 20-300,

margen 6ptimo para un recuento fiable.

INCUBACION DE PLACAS Y RECUENTO DE COLONIAS. Las placas una vez

inoculadas se incubaron 16-20 horas en estufa a 35+1°C. Tras este

tiempo se efectud el contage de colonias por placa, y teniendo en

cuenta el volumen sembrado (0.1 ml) y de la dilucién de que

procedian, calculadbamos el ndmero de ufc/ml.

bacterias viables/ml = N de colonias/placa x 10 X f

donde f es el factor de dilucién.
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CALCULO DEL EFECTO BACTERICIDA. El céleule de 1a actividad
bactericida en el tiempo se hizo a partir de 1a curva de

letalidad trazada para cada cepa y concentracién de

antimicrobiano. Dicha representacién grafica se hace en unos ejes

de coordenadas, donde en abcisas se representa el tiempo de

exposicién y en ordenadas indicamos los valores obtenidos de
ufc/ml expresados en forma logaritmica decimal (vease figura 7).
El EB se calculdé como la diferencia de poblacién entre un cultivo

expuesto al antimicrobiano y otro control (no expuesto).




i (R Y

B, =
DESCRIPCION DEL ESTUDIO DEL EFECTO POSTANTIBIOTICO.

La técnica seguida tanto para evaluar la influencia de

la concentracién como la del tiempo de exposic

fue la misma,
la diferencia radicé en el tiempo de exposicidn, que fue de 60

minutos para el primer estudio y de 30, 60 y 120 para el segundo

Las concentraciones ensayadas fueron la CMI y 2, 4 Yy 8 veces

ésta. Cuando el estudio se realizé en orina, se utilizé 1la
concentracién urinaria de estos farmacos (300 mcg/ml) siendo el

periodo de exposicién 60 minutos.

PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO Y SOLUCION DEL ANTIMICROBIANO.
Se realizaron siguiendo las mismas técnicas detalladas para el

efecto bactericida.

Una vez expuesto el microorganismo al farmaco, estos se
mantuvieron en contacto durante 30, 60 6 120 minutos como se
indicé anteriormente. Esta exposicién se llevd a cabo en el
incubador agitador AUTOBAC-1. Al igual que en el estudio del
efecto bactericida, disponemos de un control de crecimiento, es

decir, del mismo indculo sin exponer al antimicrobiano.

ELIMINACION DEL ANTIMICROBIMO. Tras el tiempo de exposicién

ensayado, el antimicrobiano se eliminé del caldo de cultivo con

el fin de poder estudiar el efecto postantibiético. para ello

utilizamos la técnica de dilucién en medio libre de farmaco. Se

ivo
1levé a cabo tomando 0.1 ml 61 ml de caldo de culti

' ici S8 29
previamente inoculado e incubado, Yy 1o adicionamos a 99.9
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ml, res i ' ] i
; pectivamente, de medio sin antimicrobiano y precalentado a

38,

obteniamos asi diluciones 10-2 Y 10-3 respectivamente. lLa

co 16 i imi
ncentracién residual de antimicrobiano en el medio era 1lo

suficientemente baja para no interferir en nuestro estudio, hecho

que de otra parte se comprobé.

Para el estudio del EPA en orina se utilizd un sistema

mixto de eliminacién del farmaco. Este consistié en una
centrifugacién, durante 10 minutos a 2500 rpm, eliminacién del
sobrenadante y resuspensién del sedimento, sequida de una

dilucién 1:1000 en dicho medio precalentado.

RECUENTO DE BACTERIAS VIABLES EN PLACA. El recusnto se hizo a
tiempo 0, tras la exposicidén al antimicrobiano (30, 60 y 120
minutos) y cada hora hasta un total de ocho a partir del momento

de la exposicién (doce en orina).

Las diluciones de los cultivos para su siembra en las
placas, ésta y el posterior recuento de colonias se hizo como se

ha detallado previamente en el apartado referente al efecto

bactericida.

CALCULO DEL EFECTO POSTANTIBIOTICO. Después de realizado el

recuento de placas Yy una vez calculadas las ufc/ml en cada

momento del estudio, se procedié a la representaclon grafica de

los valores de ufc/ml en ordenadas, en forma de logaritmos

decimales frente al tiempc (eje de abcisas), obteniendo se una
(]

grafica similar a la representada en la figura 8.
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MAURA 8.- EFECTO POSTANTIRIOTIOO
8 LOﬁm ube/on|

El efecto postantibiético se calculé segin la férmula:

dénde EPA es efecto postantibiético; T tiempo requerido por los

su

microorganismos expuestos al antimicrobiano para incrementar

poblacidén un log 10 de ufc/ml frente a la que existia en el medio

justo tras la eliminacién del farmaco; C es el tiempo requerido

por el control (no expuesto) para aumentar su poblacién un log 10

respecto a la observada tras la dilucién.
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3.2.7.- TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Los datos experimentales se expresan como la media de

los

valores obtenidos de las distintas cepas y/o tratamientos

+

la desviacidon estandar de la media.

Para comparar valores de dos tratamientos se verificé,

en primer lugar, si las varianzas muestrales de ambos grupos se

podian considerar iguales o diferentes a un nivel

significacién de 0.05, mediante el test de significacién de
diferencias entre dos varianzas de Snedecor (1956). SegGn el
caso, se aplicé el test correspondiente de la "t" de Student
(1907) calculandose, mediante un programa de ordenador, el valor
ie 1la probabilidad de que ambas muestras pertenezcan a la misma

soblacién.




3.3.- RESULTADOS.




Jxdil.w BB
ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD DE 1,08 MICROORGANISMOS A LAS

TRES QUINOLONAS.

En las tablas 7-10 se reflejan las concentraciones

BA ; i g WA
inimas inhibitorias de a. nalidixico, norfloxacino Y

ciprofloxacino frente a las distintas cepas de Shigella sonnei
——— ’

nggg;g}lg_pngumggiae, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Destacamos 1la elevada actividad de ciprofloxacino, el
cual es capaz de inhibir cepas de S. sonnei a concentraciones

inferiores a 0.003 mcg/ml.

Acido nalidixico fué el menos activo para todas las
cepas ensayadas, mostrandose inactivo (CMI mayor o igual 128

mcg/ml) frente a todas las cepas de P. aeruginosa.

Una vez conocidas las concentraciones minimas
inhibitorias de las tres quinolonas frente a 1las 40 cepas
iniciales, seleccionamos cuatro de cada especie para el estudio
de la actividad bactericida en el tiempo y efecto
postantibiético. Dicha seleccién se hizo al azar entre las cepas

G ' ' 4 studio, siendo
con CMI's conocidas Y sensibles a .los farmacos en e ;

estas:

- 5. sonnei: HC-13, 126, 231 Y 232.

pneumoniae: HO-712, 776, 791 ¥ 257,

. coli: HC-5, 9, 11 y 14.

aeruginosa: HC-40, 46, 58 y 60.
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TABLA 7 .- CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS DE ACIDO

NALIDIXICO,

NORFLOXACINO Y CIPROFLOXACINO FRENTE A CEPAS DE

Shigellaisonnei.

0.007

.06 0.007
.06 0.015
.06 0.007
.06 0.007
.03 <0.003
.06 <0.003
V.06 0.007
0.03 0.007

0.03-0.06 <0.003-0.015

Lo resultados se expresan en mcg/ml.




TABLA 8.- CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS DE ACIDO

NALTDIXICO, NORFLOXACINO Y CIPROFLOXACINO FRENTE A CEPAS DE

Klebsiella pneumoniae.

Los resultados se expresan éen mcg/ml.




TABLA 9.- CONCENTRACIONES MINIMAS

INHIBITORIAS DE ACIDO
NALIDIXICO, NORFLOXACINO Y CIPROFLOXACINO

FRENTE A CEPAS DE
ggchgrichiamgpli.

0.007

0.007

0.007

= : 0.007

. - 0.007

HC- 32 . 0.03

. : <0.003

= : 0.007

- _ 0.015
i <0.003-0.03

rango

ATCC 25922

Los resultados se expresan en mcg/ml.




TABLA 10.- CONCENTRACIONES MINIMAS 1INHIBITORIAS DE ACIDO

NALIDIXICO,

NORFLOXACINO Y CIPROFLOXACINO FRENTE A CEPAS DE

Pseudomonas aeruginosa.

>128
128
128
128
0.12
>128 .

0.
128 :

0.06
128 :

58150 0.007-0.25
128-> . :

Los resultados se expresan en mcg/ml.




3.3.2.- PUESTA A PUNTO Y ADAPTACION DE LA TECNICA DE ESTUDIO DEL

EFECTO POSTANTIBIOTICO.

Para la puesta a punto y estandarizacién de la técnica

de estudio del efecto postantibiético (EPA) se utilizdé la cepa de

coleccidn Escherichia coli ATCC 25922 expuesta a cuatro veces la

CMI de ciprofloxacino (0,028 mcg/ml) durante una hora. El inéculo

inicial fué de aproximadamente 5x106 ufc/ml. La eliminacién del

farmaco se hizo por dilucién 1:100 y 1:1000. Se repitié cuatro
veces la experiencia, no encontrandose diferencias significativas

entre los efectos obtenidos (tabla 11).

TABLA 11.- EFECTO POSTANTIBIOTICO DE CUATRO VECES LA CMI DE

CIPROFLOXACINO SOBRE Escherichia coli ATCC 25922 TRAS ELIMINACION

POR DILUCION 1:100 Y 1:1000.

EPA (horas)




Los resultados obtenido: fueron comparables a 1los

descritos por CRAIG Y GUDMUNSON (1986). Por otra parte, se
r

consiguié una notable reproductibilidad en los cuatro ensayos.

Para comprobar que las concentraciones residuales de

farmaco tras la dilucién no afactaban el crecimiento bacteriano,

Seé expuso a la cepa patron de E. coli a concentraciones similares
a las residuales tras diluciones 1:100 y 1:1000 del cultivo

cuando el farmaco era utilizado a concentraciones 8 veces la CMI

(0.00056 y 0.000056 mcg/ml respectivamente).

La figura 9 muestra como estas concentraciones no

modifican el crecimiento del microorganismo.

De esta forma se establecié que, para concentraciones
de farmaco moderadas (entre la CMI y 8 veces ésta), era
suficiente una dilucién 1:100 para eliminar concentraciones
eficaces de farmaco, esta dilucién presenta ventajas, frente a la
mayor, al no reducir excesivamente el namero de microorganismos

en el medio de cultivo.




FIGURA 9.-CURWAS DE CRECIMIENTO TRAS ELIMINACION
DE CIPROFLOXACINO POR DILUCION.

log. ufe/ml
0

T(horas)
- 11000




4:3:3.%
3 ESTUDIO DEL EFECTO BACTERICIDA EN EL TIEMPO.

SHIGELLA SONNEI.

Acldo nalidixico mostré una actividad bactericida lenta

er ' i
pero mantenlda en el tiempo, de forma que a las concentraciones

ensayadas se observan descensos de poblacién significativos hasta

la tercera o cuarta hora de exposicién. Por otra parte, la

influencia de los incrementos de concentracién de farmaco sobre
el efecto bactericida (EB) fué menor, existiendo diferencias
significativas s6lo entre 1la concentracién mayor y  menor

estudiadas (tabla 12).

En la tabla 13 se refleja el EB de cuatro
concentraciones de norfloxacino frente a S. sonnei. De forma
similar a acido nalidixico, el efecto se hace mayor al aumentar
el tiempo de exposicién, pero mas rapidamente. La influencia de
la concentracién fué mantenida a lo largo del tiempo, con

diferencias notables entre la menor concentracién y las demas.

Ciprofloxacino ejerce un EB muy rapido con una elevada

reduccién del namero de bacterias en las dos primeras horas de

exposicién, no detectandose cambios significativos, a ninguna de

i d
las concentraciones ensayadas, a partir de la tercera hora e

exposicién. Este EB, tan répido como intenso, fué el responsable

i a
de dque a concentraciones ocho veces la CMI y a partir de 1

16 iera i las
segunda hora de exposicién no se pudieran determinar
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bacterias viables por el sistema utilizado (inferior a 10ufc/ml)

La influencia de 1la

concentracién sobre el EB se

manifesto de forma mas marcada entre las concentraciones CMI y 2

veces ésta, tras exposiciones cortas (0.5 = 2 horas) (tabla 14).

TABLA 12.-- EFECTO BACTERICIDA DE AC. NALIDIXICO FRENTE A CEPAS

DE Shigella sonnei.

Tiempo de exposicién.

1.1+0.1a 2.9+0.1a 4.9+0.5a 6.0+0.3a 6.2+0.2
1.3+0.4a 3.7+0.7a 5.2+0.3a 6.0+0.4a 6.3+0.3
1.6+0.5a 3.7+0.7a 5.4+0.2a 6.1+0.3a 6.4%0.2

2.3+0.4ab4.1+0.7ab5.5+0.4a 6.2+0.3 6.3+0.4

edia
lLos resultados se expresan en log 10 ufc/ml, como la m
iacié a as.
aritmética + la desviacion estandar de las cuatro cep
. i i i <0.05
a: significacidn estadistica frente a tiempos inferiores (p )

" " 1] CMI (p<0-05) .
b: o




TABLA 13.- EFECTO BACTERICIDA DE NORFLOXACINO FRENTE A CEPAS DE

Shigella sonnei.

Tiempo de exposicidn.

.5+0.4a 4.1+0.4a 5.2+0.2a 5.6+0.2 6.1+0.2a
1.7+0.3b 3.3+0.3ab5.1+0.7a 6.1+0.3b 6.4+0.2b 6.7+0.20
1.9+40.4b 3.7+0.6ab5.3+0.5ak6.2+0.3ab6.5+0.2b 6.8+0.2b

2.0+0.4b 3.8+0.6ab5.3+0.6ab6.2+0.2ab6.7+0.2ab6.9+0.1b

Los resultados se expresan en log 10 ufc/ml, como la
aritmética + la desviacién estédndar de las cuatrc cepas.
a: significacidn estadistica frente a tiempos inferiores (p<0.05)

b: " n " L CMI (‘.<0-05)-




TABLA 14.- EFECTO

BACTERICIDA DE CIPROFLOXACINO FRENTE A CEPAS DE

Shigella sonne:.

Tiempo de exposicién.

.+a 3.5+0.8a 5.1+1.1 5.5+1.0 5.8+0.9
+0.6ab4.9+0.1ab6.4+0.3a 6.8+0.3 7.0+0.3
.3ab5.3+0.3ab6.8+0.3a 7.3+0.4b 7.8+40.6b

.4ab6.1+0.6a -

Los resultados se expresan en leg 10 ufc/ml, como
aritmética + a drnsviacidn estandar de las cuatro cepas.
a: significacién estadis..ca frente a Liempos inferiores (p<0.05)

B b " " " CMI (p<0.05).




KLEBSIELLA PNEUMONIAE.

Las tablas 15-17 reflejan los EB en el tiempo de las

cuatro cepas de K. pneumoniae durante su exposicién a cuatro
veces la CMI de a. nalidixico, norfloxacino Y ciprofloxacino

respectivamente.

A. nalidixico muestra una menor y mds lenta actividad
bactericida al compararlo con los otros dos farmacos.
Ciprofloxacino es el mds rapido en su accién. ~ - destacar el
efecto mas gradual de norfloxacino, el cual produce descensos de

poblacidén significatives durante un periodo de tiempo mayor.

de letalidad de <concentraciones minima

curvas

Las

inhibitoria, 2, 4 y 8 veces ésta, de los tres farnccos sobre K.

pneumoniae HC-776 se muestran en las figuras 10-12. Se observa

una clara dependencia con la concentracidén, a la vez que un

' imi i ‘ ' ' cino was
comportamiento simllar de norfloxacino y ciporfloxa il

activos que a. nalidixico.




FABLA 15.- EFECTO BACTERICIDA DE CUATRO VECES LA CMI

NALIDIXICO FRENTE A CEPAS DE Klebsie}la pneumoniae.

Tiempo de expcsicién.

Q. (R
0. 1.5

0.8+0.1 1.5+0.2a 4.1#0.9a 5.3+0.9

Los resultados se expresan en log 10 ufc/ml, como

aritmética + la desviacién estandar de las cuatro cepas.

significacién estadistica frente a tiempos inferiores

a:

(p<0.05)




TABLA 16.- EFECTO BACTERICIDA DE CUATRO VECES LA

NORFLOXACINO FRENTE A CEPAS DE Klebsiella pneumoniae.

Tiempo de exposicién.

7.1
6.8

4.3+0.3a 5.9+0.1la 6.9+0.3a 7.

Los resultados se expresan en log 10 ufc/ml, como la media

aritmética + la desviacidén estandar de las cuatro cepas.

significacidn estadistica frente a tiempos inferiores (p<0.05)

a.




TABLA 17.- EFECTO BACTERICIDA DE CUATRO VECES LA CMI

CIPROFLOXACINO FRENTE A CEPAS DE Klebsiella pneumoniae.

Tiempo de exposicidn.

P " 6.6 7.4

2.4+40.4 5.2+0.2a 6.6+0.6a 7.4+1.0

Los resultados se expresan en log 10 ufc/ml, come

aritiméica + la desviacién estandar de las cuatro cepas.

DE

a: significacién estadistica frente a tiempos inferiores (p<0.05)
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ESCHERICHIA COLI.

Frente a E. coli, el EB en el tiempo de ciprefloxacino

se mostrd mucho mas rapido e intenso que el de a. nalidixico vy

norfloxacino, asi, tras una hora de exposicién este fué de

5.4+0.4 h, para el primero y de sélo 2.440.9 h ¥ 1.3+0.4 en el

caso de norfloxacino y a. nalidixico respectivamente, siendo las

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Debido a la fuerte actividad bactericida de
ciprofloxacino, a partir de la tercera hora de exposicién no
pudimos conocer la poblacién residual al enconivrarse por debajo

de 10 ufc/ml.

No se detectaron diferencias significativas a partir de
la tercera hora de exposicidén en el EB de norfloxacino, y de la
cuarta hora en el caso de a. nalidixico, siendo de destacar que
éste Gltimo alcanzé, aungue mas lentamente, un EB superior al del

primer> (tablas 18-20).

En las Ffiguras 13-15 8@ reflejan las curvas de

letalidad de distintas concentraciones (CMI, 2, 4Y 8 veces ésta)

nalidixico, norfloxacino y ciprofloxacino frente a E. colil

de a.

' ' inéticas
HC-5 Se observan grandes diferencias entre las cinétil

icic idixi s quinolonas
sequidas durante la exposicion a a. nalidixico y las q

j s menores.
fluoradas, fundamentalmente a las concentracione




Norflioxacino vy ciprofloxacino se muestran mas activas y con wuna

elevada velocidad de accion.

Al aumentar la concentracién, a

pesar

de la mayor potencia de ciprofloxacino,

las cinéticas se

asemejan mas llegandose con los tres farmacos, y a partir de dos

horas de exposicién, a reducciones de 1000 veces 1la poblacién

inicial.

TABLA 18.-EFECTO BACTERICIDA DE CUATRO VECES LA CMI

NALIDIXICO FRENTE A CEPAS DE Escherichia coli.

Tiempo de exposicién.

.6
5 : . 6.0

0.6+40.1 1.3+0.4a 4.7+0.6a 5.9+0.1a 6.4+0.3a 6.9+0.4

omo la media
Los resultados se expresan en log 10 ufc/ml, c
C 3 O cepas.
ritmética + la desviacién estandar de las cuatr p
a +

: g




TABLA 19- EFECTO BACTERICIDA DE CUATRO VECES LA

NORFLOXACINO FRENTE A CEPAS DE Escherichia coli.

Tiempo de exposicién.

1
1. . 3.9

1.240.4 2.4+0.9 4.0+0.6a 5.1+0.5a 5.5+0.4 5.9+0.5

Los resultados se expresan en log 10 ufc/ml, como la media

aritmética + la desviacién estandar de las cuatro cepas.

significacién estadistica frente a tiempos inferiores (p<0.05)

a:




TABLA 20.- EFECTO BACTERICIDA DE CUATRO VECES LA

CIPROFLOXACINO FRENTE A CEPAS DE Escherichia coli.

Tiempo de exposicién.

5.9

2.6+0.1 5.4+0.4a 6.6+0.4a 7.7+0.6a

Los resultados se expresan en log 10 ufc/ml, como

aritmética + la desviacién estandar de las cuatro cepas.

a: signifi

cacién estadistica frente a tiempos inferiores (p<0.05)
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PS EUDOMONAS -AERUGINOSA,

El EB en el tiempo de norfloxacino y ciprofloxacino se

L4

muestra, resprcctivamente, en las tablas 21-22. Ciprofloxacino

presentd un EB mayor durante todo el seguimientc, aungue no

existieron diferencias estadisticamente significativas entre

ambcs. Norfloxacino e; rcié un EB con una mas rapida tendencia a

la estabilizacion (sin aumentos significatives) al compararlo con
cipr sfloxacino, el <cual reveld incrementos estadisticamente

sign.ficctivos de forra progresiva hasta la cuarta hora de

expo:sicioén.

Las figuras 16-17 reflejan las curvas de letalidad de

P. ceruginosa HC-40 tras exposicidn a distintas concentraciones

de norfloxacino y ciprofloxacino. Se observa claramente una
deperdencia del efecto letal con la concentracién. Ciprofloxacino
se ro-tré mas activo de forma que tras tres horas de exposicion

el niumero de bacterias viables/ml fué inferior a diez.




ITABLA 21.- EFECTO BACTERICIDA DE CUATRO VECES LA CMI DE

NORFLOXACINO FRENTE A CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa.

Tiempo de exposicién.

1.6+0.1 3.7+0.4a 5.5+1.0a 6.6+1.0 7.5+0.7 8.5+0.8

Los resultados se expresan en log 10 ufc/ml, como

aritmética + la desviacién estandar de las cuatro cepas.

significacién estadistica frente a tiempos inferiores (p<0.05)

a:




TABLA 22.- EFECTO BACTERICIDA DE CUATRO VECES LA CMI DE

CIPROFLOXACINO FRENTE A CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa.

Tiempo de exposicién.

1.940.4 4.1+1.0a 6.3+0.5a 7.3+0.5a 8.3+0.5a 9.4+0.6

Los resultados se expresan en log 10 ufc/ml, como la media

aritmética + la desviacién estandar de las cuatro cepas.

significacién estadistica frente a tiempos inferiores (p<0.05)

a.
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}.3.4.« ES' )
4 ESTUDIO DEL EFECTO POSTANTIBIOTICO DE A

-‘ NALIDIXICO,
NORFLOXACINO Y CIPORFLOXACINO

SHIGELLA SONNEI

Las figuras 18-29 reflejan el efecto postantibiético

EPA tras ; 1cic istinti
( ) ras una hora de exposicién a distintintas concentraciones

(CMI, 2, 4 y 8 veces ésta) de a. nalidixico, norfloxacino vy

ciprofloxacino. Se observa como en los tres farmacos existe una

dependencia directa del efecto con 1la concentracién. Cabe
destacar que ciprofloxacino ejerce un menor EPA que norfloxacino,
aunque solo se detectaron diferencias estadisticamente

significativas a concentraciones 2 y 4 veces la CMI (tabla 23).

Se estudidé la influencia del tiempo de exposicidén sobre
el EPA en la cepa HC-13, observandose, de forma andloga a la
anteriormente descrita, una clara diferenciacién entre
ciprofloxacino y las oiras dos quinolonas asi, estas Gltimas
parecen alcanzar un mAximo efecto entre 4-8 CMI's, que se afecta
poco por el incremento de la exposicién de una a dos horas (Fig.
30-31). Por el contrario, ciprofloxacino ejerce un efecto

intimamente ligado al tiempo exposicién, hecho que se hace mas

la minima

patente al aumentar la concentracién por encima de

inhibitoria (Fig. 32)5 cabe destacar que el EPA de

ciprofloxacino, menor en un pricipio al de norfloxacino, se hace

al de éste al incrementar concentracidn Y periodc de

comparable

exposicién.




TABLA 23- EFECTU POSTANTIBIOTICO (EPA) DE AC. NALIDIXICO,

NORFLOXACINO Y CIPROFLOXACINO FRENTE A Shigella sonnei.

Concentracién

A. NALIDIXICO 1.3+0.5b
NORFLOXACINO 2.0+U.6ab 2.9+1.0

CIPROFLOXACINO 1.040.1b 1.440.2b 2.440.1%,b

Los resultados se expresan en horas, como media + desviaciédn

estandar.

(*): media de los valores de sbélo dos cepas.

a: significacién estadistica frente a ciprofloxacino (p<0.05).

b: L o " " concentraciones menores

(p<0.05) .
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KLEBSIELLA PNEUMONIAE.

Las figuras 33-36 muestran los EPA's de concentraciones

4 veces la minima inhibitoria de a. nalidixico, norfloxacino y

clprofloxacino frente a las cuatro cepas estudiadas.

Observamos

que a. nalidixco induce un escaso EPA (0.4+0.1 h.). Por el
contrario se consiguen moderados efectos con norfloxacino

(1.5t0.1 h.) y y mayores aln (p<0.05) con ciprofloxacino

(2.4+40.6 h) (tabla 24).

Tanto concentracién como tiempo de exposicién, parecen
influir poco en el EPA de nalidixico; pero hemos de tener en
cuenta que este farmaco induce escasos EPA's, no superando 0.8
horas al incrementar la concentracién a ocho veces la CMI y el

tiempo de exposicién a dos horas (Fig. 37).

Norfloxacino y ciprofloxacino muestran a la vez que
unos mayores EPA's, una mayor dependencia de los factores
concentracién y periodo de exposicién, siendo de destacar que la

influencia de este Gdltimo factor se hace menor al aumentar la

concentracién (Fig. 38-39).
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TABLA 24~ EFECTO POSTANTIBIOTICO (EPA)

DE AC. NALIDIXICO,

NORFLOXACINO Y CIPROFLOXACINO FRENTE A Klebxiella pneumoniae

EXPUESTAS A 4 VECES TA CMI.

ANTIMICROBIANO

1.7

0.4+0.1 1.540.1a

Los resultados se expresan en horas, como
aritmética+la desviacién estandar de las cuatro cepas.
a: significacién estadistica frente a a. nalidixico.

b: " " " ° " norfloxacino.
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ESC@EREFHIA COLI.

e

A. nalidixico

induce un pobre EPA sobre E. coli

que

Supera escasamente la media hora (0.640.1 h.) en las condiciones

de nuestro estudio. Norfloxacino y ciprofloxacino, por el

contrario, fueron capaces de retrasar el crecimiento de E. coli

mas de una hora (1.5+0.4 h. y 1.4+0.1 respectivamente) existiendo

significacién estadiastica de éstos frente al primero (p<0.05)

(tabla 25 y fig. 40-43).

Destaca el EPA de 2.2 h de norfloxacino frente a 1la
cepa E. coli HC- 5, superior en casi una hora al inducido por

ciprofloxacino (Fig. 40).

Al estudiar la influencia del tiempo de exposicién vy
concentracién sobre el EPA encontramos que ésta es escasa sobre
el efecto de a. nalidixico y norfloxacino e intensa sobre el de
ciprofloxacino, sobre el cual no se detecta la tendencia a
estabilizarse en un valor maximo de EPA, hecho que si se aprecia

en a. nalidixico (aproximadamente en 0.6 h) Yy norfloxacino (entre

2 y 3 horas de duracién) (Fig. 44-46).




TABLA 25.- EFECTO POSTANTIBIOTICO (EPA)

DE AC. NALIDIXICO,
NORFLOXACINO Y CIPROFLOXACINO FRENTE A Escherichia coli EXPUESTAS

A 4 VECES LA CMI.

ANTIMICROBIANO

Los resultados se expresan en horas,
aritmética + la desviacién estandar de las cuatro

cepas.

a: significacién estadistica frente a a. nalidixico.




arTvN -+ IOHINGD ——

NSHON -+ IOHLINDOS —
{sm0Y) L

{smioy) L
< 9 9

oL

/2y 80|

ONIOVXOT4HO

‘-OH 00 F ¥
3LN34d SYNOTONIND 8341 3G INO V11 8303A
1 OO0 - H S . 2 -0 FREriE




OMdID -+ OHLNOD —
(swiou) L

|
B s atelt LR Gt e o .T
|
_E
e/ Boy

ONIOVXOTHOHdIO

TMON -+ TOHINOD — QNN .+ OHINOD ——
{smioy) L {sesou) |
r's 9 9 >} [ 3 o] b=




ONIOVXO140HdID

TN -+ TJOHINOD ——

{sesoU) L

& 95w ¥ 8§ B O
e — . T




_EB:«.LE

ONIOVXOTJOHdO

aANYN -+ TOHLNQD ——

THHON + TOHANDD —
(s@sou) L

{smiou) L

ot

/% 804

ONIOVXOT4HON

FLNSHS SYNOIONIND Sl 30 IO V1 8303A
¥ 30 OOILOISLLNYISOd OLD343 -'E¥ VUNBId




(sB8JOU) Vd3

0¢
g'¢
oe
ge
oY

G'v




Ol

gl

0¢

Q¢

0¢E

gt

O 4

*1 4

(sBJIOU) V43

9-OM MO0 3 ¥
JLN3YHS ONIOVXOTSION 30 Wd3 13 3¥E0s

-
e -4 @ ) L] L] ] | -8 am =" 0 i




Ol

gl

0'¢

gé

ON S

Qe

ov

S'y
(seioy) vd3

9-OH/NO0O 3 V
JLN3Y3S ONIOVXOT40UdIO 30 Vd3 13
i -8’

L AR~ | i ] Y

34€08

e

-t



PSEUDOMONAS AERUGINOSA.

Las cepas de P. aeruginosa se estudiaron sélo frente a

norfloxacino y ciprofloxacinc debido a la gran resistencia que

presentaron a a. nalidixico (Fig. 47-50).

Las dos quinolonas fluoradas inducen un EPA de 2.4+0.7

h. y 2.940.6 h. respectivamente, no existiendo diferencias

significativas entre ambos (tabla 26).

La influencia del tiempo de exposicién y concentracién

se estudid sobre la cepa P. aeruginosa HC- 46, observandose que

al incrermentarse estos factores se prolonga la duracién. del
efecto. Con estos dos farmacos se aprecia una tendencia a la
estabilizacién en valores de EPA entre 2 y 2.5 horas, hecho que
se observa tras el aumento de la exposicién a una hora y la

concentracién a 4 y 8 veces la minima inhibitoria (Fig. 51-52).
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TABLA 26.- EFECTO POSTANTIBIOTICO (EPA) DE NORFLOXACINO Y

CIPROFLOXACINO FRENTE A Pseudomonas aeruginosa EXPUESTAS A 4

VECES LA CMI.

ANTIMICROBIANO

Los resultados se expresan en horas, como la media

aritmética + la .esviacién estandar de las cuatro

cepas.
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NORFLOXACINO Y CIPROFLOXACINO EN ORINA.

Para el estudio del EPA en orina se utilizaron las

mismas cepas seleccionadas para los estudios anteriores.

Como fase previa en la determinacién del EPA en orina,
teniendo en cuenta que las concentraciones a ensayar eran mucho
mas elevadas a las probadas anteriormente (concentracién urinaria

aproximada 300 mcg/ml), ensayamos distintos formas de eliminar el

antimicrobiano.

Los primeros ensayos se hicieron eliminando el farmaco
por simple dilucién 1:1000. La dilucién menor (1:100) fué obviada
yva que la concentracién de antimicrobiano residual era superior a

la CMI.

La figura 53 muestra la curva de crecimiento de E. coli
HC- 5 expuesta a la dilucién 1:1000 de las concentraciones
urinarias de farmaco, es decir, 0.3 mcg/ml de a. nalidixico,
norfloxacino y ciprofloxacino. Se aprecia claramente la
existencia de una concentracion residual de farmaco,

i i i j i e Bu
fundamentalmente ciprofloxacino, gue slgue ejerciend

actividad letal.




FIGURA 53.- CURWAS DE CRECIMIENTO DE E. coli HC-5
EXPUESTA A 1:1000 LA CONCENTRACION
URINARIA DE TRES QUINOLONAS.




Seguidamente Se ensay® un sistema mixto para 1la
eliminacién del farmaco que consistia en una centrifugacién

durante 10 minutos a 2500 rpm,

decantado de sobrenadante vy
resuspension del sedimento en medio de cultivo precalentado

(orina estéril), seguida de wuna dilucién 1:1000 en orina

precalentada.

La figura 54 muestra las curvas de crecimierto de E.

—_—

colli HC- 5 tras la exposicién e instantdnea eliminacién de los
antimicrobianos por el método anteriormente dec.rito,
observandose un comportamiento similar de 1los controles de

antimicrobiano y el control sin antimicrobiano.

FIGURA 54.- CURVAS DE CRECIMIENTO DE E.ooli HC-5
TRAS ELIMINACION POR LAADO-DILUCION
DE TRES QUINOLONAS.

log, ufc/ml

10

T(horas)

—— CONTRO +° A NALID - % - NORFL. -8- QPROFL




KLEBSTELLA PNEUMONTAE.

En la figura 55 mostramos el EPA de concentraciones

urinarias de las tres quinolonas utilizando como medio de cultivo

orina estéril a pH 7.2. A. nalidixico ejercié un efecto cercano a

la hora de duracién (0.8+0.1 h.); norfloxacino indujo un efecto

practicamente de doble duracién al anterior, 1.8+0.4 (p<0.05).

Ciprofloxacino a su vez, casi duplica la duracién del EPA de

norfloxacino (3.240.8 h.), siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).

- EFECTO POSTANTIBIOTICO DE TRES
o QUINOLONAS SOBRE CEPAS DE
Klebsiella pneumoniae.

EPA (horas)

4.5

4.0
o

3.0 e e \\\ g
spb e e ‘

D ,”m“?mm‘,. o
1.6 . e 5
10 e S . WW :

0.5 \- I

O T A NALIDIICD NORELOXAGINO  GIPROFLOXAGINO

Loa resiltados 8@ "m"ynallmldllxnlcgu(sd; n.09)
; . frente 8 : i
¥ : sign. estadis. Ironie nortioxgoino (>« 0.05)




E__ISCHERICHIA COLI.

E. coli presenté

un comportamiento similar al de K.

—
pneumioniae, con ciprfloxacino como farmaco mas activo, aunque en
éste caso no existieron diferencias significativas entre el EPA

de norfloxacino (2.3+1.2 h.) y ciprofloxacino {3.3+0.2 h.}). Ei

efecto de a. nalidixico fué mucho menor al de los anteriores

(p<0.05), no superando la hora de duracién (0.7£0.4 h.} [Fig.
56) .
FIGURA 6§6.- EFECTC POSTANTIBIOTICO DE TRES

QUINOLONAS SOBRE CEPAS DE
Escherichia coll

EPA (horas)

|

A. NALIDIXICO NORFLOXACINO CIPROFLOXAGINO

Los resultados se presenian cOmMO mzxsd
signiticacion estadistica trente 8
a. nalidixico (p<0.CB).




PSEUDOMONAS AERUGINOSA.

A. nalidixico indujo un EPA inferior a treinta minutos

(0<340,2 h.) como ecabia esperar debido a las CMI's que

presentaron estas cepas frente a dicho farmaco (128 mcg/ml vy

superiores). Norfloxacino Y ciprofloxacino indujeron retrasos de

crecimiento superiores a 2 horas (2.2+0.7 h.) y 3 horas (3.2+0.7

h.) respectivamente, sin existir diferencia estadistica entre

ellos (Figura 57).

§7.- EFECTO POSTANTIBIOTICO DE TRES
surs QUINOLONAS SOBRE CEPAS DE
. Rasudomanaa.sagiginass.

EPA (horas)

¥

NO
A. NALIDIXIGO NORFLOXACINO CIPROFLOXAGH

m#+8d.
esultados 8@ Muestran cOMO M2
:‘” slrnnlllcscion estadistica frente a

a. nalidixico (p<0.08).




3.4.- DISCUSION.




Como fase previa Para el estudio de 1a actividad
bactericida en el tiempo y efecto postantibiético, se determins

la sensibilidad (CMI) de las cepas de S.

_sonnei, K. pneumoniae,
E. coli y P.

aeruginosa a las tres quinolonas en estudio.

A. nalidixico, como cabia esperar, fué el farmaco que

peor actividad mcstré; con CMI's entre 2-4 mcg/ml para

K.

S. sonnei,

pneumoniae y E. coli, rango que coincide practicamente con el

expuesto por otros autores (AUCKENTALER y col 1986; KNOTHE 1984).

Por otra parte, todas las cepas de P. aeruginosa necesitaron

elevadas concentraciones de a. nalidixico (128 mcg/ml & mas) para
inhibir su crecimiento, hecho quizds relacionado con la
pro~edencia intrahospitalaria de estas cepas, que influye en la

seleccidn de cepas resistentes.

Las concentraciones minimas inhibitorias de
n rfloxacino presentaron una mayor variacién segin la especie
estudiada, .,cilando los rangos entre 0.03-0.06 mcg/ml para

‘nhibir cepas de S. sonnei, 0.03-1 mcg/ml para P.aeruginosa,

siendo intermedios en E. coli y K. pneumoniae (0.03-0.12 mcg/ml

y €.03-0.5 mcg/ml, respectivamente), resultados similares a 1los

; " 1
descritos por otros autores (CHIN Y NEU 1984; COR'’AGLIA y co

1987).

ciprofloxacino mostré una gran actividad inhibitoria,

s de S.
con CMI's incluso menores a 0.007 mcg/ml para algunas cepa S.

S .




sonce =51 X ] i
ntracioén necesaria Para 1nhibir varias cepas de P

1lerug i : '
‘ glnosa, silendo estos valores comparables a los obtenidos por

r<
fANDERS y col. (1987).

A pesar de que el método estandar para conocer la

attividad antimicrobiana in vitro es determinar la CM., este
parametro presenta ciertas limitaciones frente a otros (VOLGEMAN
y CRAIG 1986). Asi, tanto CMI como CMB (concentracién minima
bactericida) representan un efecto,de inhibicién o reduccién de

la poblacion 99.9%, tras la incubacién de 18-24 horas, sin tener

en cuenta el comportamiento de los microorganismos durante este

am:'lio periodo de tiempo, por lo que no ofrzcen .1  Vvisién

cortinua del efecto ejercido por el antimicrobiano. Por otra

parte, estos métodos no aprecian efectos de concentraciones

mer sres, las cuales podrian ser en un principio inhibidores o
bac:ericidas, pero que no mantuvieran esta actividad tras 18-24
horis de exposicién. Por todo ello, el conocimiento del descenso

de la poblacién bacteriana en 2] tiempo, es un mejor método para

la caracterizaciodn de la actividad bactericida de los

antimicrobianos (VOLGEMAN y CRAIG 1986) .
En el presente estudio se determind la actividad

ba-tericida en el tiemp~ ensayando diversas concentraciones de

férmaco.

' ' imi iano
Al ensayar concentraciones crecientes de antimicrobi

i entre
»bre S conne., encontramos una clara dependencla
S D sonne.

gue se manifiesta de

concentracion Y efectu bactericida (EB) ,
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forma mas
X patente en las qui
1nolonas fluorad i
as. Asi, pequefios
lncrementos wh ks '
de concentracién (duplicacién) pProducen aumentos

significativos del EB

» Telacidn ya descrita en otras gquinolonas

por MINGUEZ y col. (1989a), y SMITH (1986) .

Las cepas de K. pneumoniae, E. coli y P. aeruginosa

5 ; v
frecen un comportamiento similar. Sobre todas ellas
r

ciprofloxacino y norfloxacino mostraron un EB marcadamente

superior al de a. nalidixico.

Norfloxacino ejercid un efecto bactericida similar al

de ciprofloxacino frente a 8. sonnei, por el contrario,

existieron mayores diferencias en favor del segundo al utilizar
otras cepas, diferencias ya sefialadas por ZEILER y col. (1984) y

LOPEZ-BREA y col. (1990).

El comportamiento de los tres farmacos frente a las
cepas ensayadas se podria calificar como bueno, exceptuando la

elevada resistencia de P. aeruginosa al a. nalidixico. S5i

tenemos en cuenta gue los niveles alcanzables por estos farmacos,
fundamentalmente en crina, son elevadisimos (aproximadamente 300

mcg/ml) es facil imaginar que su actividad "in vivo" es notable.

ciprofloxacino, quinolona con mayor espectro de indicaciones,

consigue concentraciones moderadas también en suero (2 mcg/ml)

mucho mayores a las concentraciones minimas inhibitorias frente a

' ' na
la mayoria de los microorganlsmos, hecho que apoya su muy bue

actividad "in vivo".




De otro lado

; la elevada actividad frente a

enterobacterias y no sobre flora anaerobia intestinal (REEVES

1986; EDLUND y col 1987; LOUIS y col 1985), hecho que no ocurre

con otros farmacos que causan serias alteraciones de la ecologia

intestinal (STEINBAKK Yy ¢ul 1986), es una gran ventaja de las

quinolonas en el tratamiento de procesos intestinales.

Un hecho

fundamental que explica 1la elevada actividad in vivo de las

quinolonas, es la elevada proporcién de farmaco gue se concentra
en bilis y heces, hasta 600 mcg/Kg de heces segin el

antimicrobiano (CAFSKY y col 1984; NEWSOM y col 1985).

VOLGEMAN y CRAIG (1986) sugirieron, tras estudiar
varios antimicrobianos por los métodos de CMI, CMB y EB, la

clasificacién de los antimicrobianos en tres categorias segun:

1) Marcada dependencia entre actividad bactericida vy
concentracion.

2) Escasa dependencia entre actividad bactericida vy
concentracioén.

3) Bacteriostaticos.

Las quinolonas , segun nuestros resultados , quedarilan
b=

i & ] 6sidos.
sobre la sintesis proteica, ~omo aminoglucésido

i i tes
Hasta el momento, sSON escasos los estudlos existen

z r
. i mids de un auto
: g o estudiado por

: i oxacino el unic
siendo ciprofl
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(FUUSTERD 1987b, <¢; 1988: CHIN Yy NEU 1987)

| Y practicamente nula
Informacion sobre el EPA de norfloxacino (

la
RENNEBERG Y WALDER

1989 a. idixic 3 i
) ; 1 nalidixico y demas quinolonas (MINGUEZ Yy col 19893

MOLINARY y col 1989).

En nuestro estudio, 1los tres farmacos produjeron FPA
VA

dependiente de concentracién y tiempo de exposicién, sobre §

sonnel. Resalta claramente el mencr efecto de a. nalidixico que
!

a pesar de alcanzar valores cercanos a las dos horas de duracién
!
en las condiciones de madxima exposicién y concentracién, es

significativamente menor al de las quinolonas fluoradas,

existiendo pues una clara relacién entre la menor actividad de a.

nalidixico y su EPA.

Los EPA's de norfloxacino y ciprofloxacinc superan las
dos horas de duracién, al aumentar la concentracién a 8 veces la
CMI y tras una hora de exposicién. Destaca el mayor efecto
conseguido tras la exposicién a norfloxacino comparado con
ciprofloxacino, hecho que sucede en nuestra serie sélo en el caso
de §._§onnei, no estando unido en este caso la mayor sensibilidad
a ciprofloxacinoc a su menor EPA. No obstante, el EPA de
ciproflcxacino esta mas intimamente relacionado con la

concentracién, incrementandose de forma significativc, ail

: . = ;
aumentar ésta, durante un rango mas amplio de concertracicnes gue

en el caso de norfloxacino.

Esto sugeriria gque a concentraciones superlores,

i superar
ciprofloxacino aumentaria su efecto, llegando incluso a P
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el de norfloxacino,

Suposlcion que concuerda con la desaparicién

de diferencias estadisticas

entre los efectos de estos dos

farmacos demostrada en nuestro estudio, tras la exposicién a la

mayor concentracién ensayada. Frente a las cepas de K

pneumoniae, E

pneumoniae, E. coliy P. aeruginosa, las tres quinolonas son

capaces de inducir EPA, exceptuando a. nalidixico con P.

aeruginosa, como cabila espercr debido a la elevada resistencia de

nuestras cepas.

De forma global, se aprecia como el EPA se incrementa
al hacerlo la sensibilidad de las cepas, correspondiendo un
maximo efecto a ciprofloxacino, agente més activo, y el menor a
a. nalidixico, farmaco-frente al que se consiguieron las mayores
CMI's en las cepas ensayadas; a pesar de esta tendencia, sélo

sobre las cepas de K. pneumoniae, ciprofloxacino produce un

efecto significativamente superior al de norflecxacino.

Tras una hora de exposicién a cuatro veces la CMI,
condiciones de estudio westandar" utilizadas por la mayoria de
los autores (CRAIG Yy GUDMUNSON 1936; CHIN y NEU 1987), a.
nalidixico ejerce un efecto practicamente nulo sobre la mayoria

de las cepas, inferior a media hora (tiempo indicado por algunos

‘ i 16 ue
autores para considerar existencla de EPA). Duracion q

: ; Svo
contrasta con los efectos inducidos por norfloxa n y

alti racién;
ciprofloxacino, superando este altimo las tres horas de du ;

i IN
siendo estos resultados comparables con los descritos por CHIN ¥y

NEU (1987) y RENNEBERG Y WALDER (1989) .




La i i '
nfluencia del tlempo de exposicién es escasa al

ensayar a.

nalidixico frente a K. pneumoniae y E

_coli. De igual

forma influy 3 '
Influye poco el incremento de la concentracién aunque
r

hemos de tener en cuenta el reducido efecto que indujo este

farmaco ignifi
sobre nuestras cepas, significativamente menor al

ejercido frente a S. sonnei.

El efecto postantibiético de norfloxacino Yy

ciprofloxacino, de forma mas marcada el segundo, si que es

afectado claramente por los factores tiempo y concentracién;
segun nuestros resultados podria deducirse que ambos factores
tienen una influencia similar sobre el EPA, teniendo
practicamente igual repercusién la duplicacién del tiempc de
exposicién y 1la de la concentracién de farmaco , hecho que

concuerda con los hallazgos descritos por BUNDTZEN y col. (1981),

al estudiar el EPA de rifampicina sobre E. coli.

El efecto postantibiético, frente a K. pneumoniae y P.

aeruginosa, parece llegar a una meseta de maxima duracién,

fundamentalmente en el caso de a. nalidixico, 1lo que se aprecia
al hacerse progresivamente menores los incrementos del efecto,
pese al aumento de la concentracién y del tiempo de exposicién.

Frente a E. coli se producen, por el contrario, aumentos notables

del EPA cada ver que se incrementan las condiciones del ensayo.

Al analizar, de forma global, el comportamiento de las

i ' lama la
tres guinolonas sobre las diferentes especles ensayadas, 1

' idixi ente a S.
atencién el notable efecto que produce a. nalidixico fr £
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scnnei e ‘ g 5
scnneil que ll,qa lnClUSO, seqgun las COHdiC:‘LOﬂES del ensayo a
'
alcanzar una duracién superior a la hora y media. Por otra parte
'

la 1dnica especie de 1las ensayadas, sobre la cual

norfloxacino ejercié un efecto superior al de ciprofloxacino
r

que
superd® en algunas cepas las tres horas de duracién.

Destacan el prolongado EPA de norfloxacino scbre P.

aeruginosa ademas de S. sonnei, superior en practicamente una

hora al observado con E. coli y K. pneumoniae. También se

aprecian diferencias, entre las distintas especies, en el EPA de
ciprofloxacino, el cual ejerce un efecto superior, casi doble,

sobre K. pneumoniae y P. aeruginosa al compararlo con las otras

dos especies ensayadas. Estos diferentes comportamientos, segin
la especie bacteriana, ya habilan sido establecidos con otros
antimicrobianos por diversos autores (VOLGEMAN y CRAIG 1985;

CRAIG y GUDMUNSON 1986).

Pero mas atn, no sbélo existen notables diferencias
entre el EPA de las distintas especi:s, sino que también las hay
segin la cepa ensayada de una misma especie. En todo caso, dichas
diferencias no son muy acusadas, observaciones que coinciden con
las de RENNEBERC y WALDER (1989) al estudiar norfloxacino, Y

otros autores (FUUSTERD 1987a; RESCOTT y col 1988) con

ciprofloxacino. Por tanto, podria establecerse que influye de

i i i ue la
forma mas marcada sobre el EPA, el tipo de microorganismo g

cepa.




En el presente estudio se demuestra que las quinolonas
ciprofloxacino, norfloxacino y a. nalidixico son capaces de
inducir EPA sobre bacilos gram-negativos, aunque existen marcadas
diferencias entre los efectos dependiendo de diversos factores;

dependencia

Ya descrita por diversos autores (CRAIG y GUDMUNSON

1986; CHIN y NEU 1987) en otros agentes antimicrobianos incluido

ciprofloxacino.

Un hecho importante a sefalar es que estos farmacos son
capaces de inducir EPA a concentraciones muy bajas, incluso 1la
minira inhibitoria. MINGUEZ y col. (1989a) al estudiar
ofloxacino frente a E. coli describieron también un EPA
cercano a la hora tras exposicion a la CMI, hecho (jue a su vez
coincide con las observaciones de CRAIG y GUDMUNSON (1986), sobre

los antimicrobianos gque inhibian tanto la sintesis de RNA como

proteica.

Al igual que otros autores describieron la dependencia
entre EPA y concentracién hasta un punto de maximo efecto, éste
parece observarse también en las quinolonas. Asi, nosotros
encontramos gque a partir de 4-8 CMI no se observan , en general
incrementos notables de los efectos, margen que coincide con el
sefialadoc por otros autores (CRAIG y GUDMUNSON 1986) para este
tipo de farmacos, hecho muy diferente del descrito para B-

lactamicos (GERBER Yy CRAIG 1981; SHIMADA Yy KATO 1976).

i s
Hemos de tener en cuenta que las gquinolonas fluoradas,

i ' ifi ra la
fundamentalmente ciprofloxaclno, presentan dificultad pa
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medida ) i Ap i

del EPA debido a su Muy rapida actividad letal, 1o cual
hace practicamente imposible llegar a conocer el maximo EPA
inducible al incrementar la concentracion;

similares problemas
describieron CRAIG Y GUDMUNSON (1586) al estudiar 1la

dependencia
concentracion-efecto en tobramicina.

La tendencia a wun EPA maximo, al incrementar 1la

concentracion, también se observa al prolongar el periodo de

exposicion, aunque no de igual manera sobre las distintas cepas

estudiadas. EAGLE y MUSSEIMAN (1949) ya describieron igual

comportamiento en algunas de las cepas de estafilococos que

estudiaron frente a penicilina.

La dependencia del EPA, de forma lineal, con el tiempo
de exposicién y concentracién hasta un maximo efecto, sugeriria
un mecanismo saturable, tal y como sefialaron CRAIG y GUDMUNSON
(1986), es decir, el mecanismo dependeria de una interaccién

farmaco-receptor.

El1 EPA de a. nalidixico en orina fué comparable al
obtenido utilizando 1las condiciones estandar del estudio, no

superando la hora de duracién. Frente a P. aeruginosa, COmo cabia

esperar este fué menor, no llegando a superar la media hora.

Norfloxacino origino efecto postantibiodtico

idixi ' este
significativamente mayor al de a. nalidixico, comprendido

i . frente
entre 1.8+0.4 h. inducido sobre K. pneumoniae y 2.2+0.7 h. fr

e




med i x ]
edlo de cultivo a 4 veces la CMI de farmaco (1.5+0

.1 h. sobre K.
pneumoniae y 2.4+0.6 h. sobre P.aeruginosa).

Ciprofloxacino es el Unico inhibidor de la girasa del

ue exi fe ibli Afi
q X1ste documentacién bibliografica sobre su EPA en orina, con
’

valores entre 0.3 y 6.0 horas (CHIN y NEU 1987). En nuestra serie

mostro el mejor comportamiento, detectandose diferencias

estadisticas en las tres especies bacterianas frente a

a.nalidixico y en K. pneumoniae frente a norfloxacino.

En los microorganismos estudiados, el EPA de
ciprfloxacino superé las tres horas de duracién, que en
determinadas cepas llegé incluso a 4 horas. Destaca una mayor
similitud entre los efectos inducidos sobre las distintas
especies, 1lo que contrasta con los valores tan dispares
encontrados por CHIN y NEU (1987), que sehalaron un efecto de 6

horas sobre P. aeruginosa y de tan sélo 0.3 sobre K.pneumoniae.

Una clara diferencia entre su estudio y el presente es el pH de
la orina utilizada, neutro en nuestro caso y 5.5 en el de los

primeros; a su Vez estos autores exponen el antimicrobiano

durante 2 noras.

Un hecho que llama la atencién, es el moderado EPA, no

superior a 4 horas, que se consigue con concentraciones tan

elevadas de farmaco (300 mcg/ml), Y que dicho efecto sea similar

al gque describiamos con concentraciones muchisimo menores (0.028

aci i io
mcg/ml) . La razbén, como parece facil entender, radica en el med

de cultivo utilizado en el estudio, que como sefialaron VOLGEMAN Yy
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CRAIG (1985),

€S uno de los factores que influyen en el EPA. El

interés de estudiar el EPA en orina,

Y no en otro fluido, fué

debido a que éste es el medio en el cual desarrollarian su

actividad las quinolonas frente a los microorganismos de nuestro

estudlo, procedentes de individuos con ITU. Como han sefialado

algunos autores sobre otros antimicrobianos, el EPA esta

relacionado con el mecanismo bactericida del farmaco (CRAIG vy

GUDMUNSON 1986); de acuerdo con esto, los factores que influyen

sobre éste tambi:n afectan al desarrollo del EPA. En nuestro caso
es plenamente aceptada la influencia que la concentracién de Mg++
sobre la actividad bactericida de 1las quinolonas, 1la cual
puede verse reducida hasta 10 veces, al pasar de 0.2mM a 0.5mM.
Por otra parte, RACTLIFFE y SMITH (1984) indican en sus trabajos
una reduccién de la actividad de estos f&rmacos en orina. Parece
pues Jjustificado el pequefio EPA inducido por concentraciones
elevadas de tarmaco en orina, gque en nuestro caso contenia

aproximadamente 8 mM/litro de Mg++.

De acuerdo al EPA inducido sobre bacilos gram=
negativos, se pueden diferenciar dos grupos de antimicrobianos,

como han sefialado MINGUEZ y col. (1989b), en relacidn directa ccn

su mecanismo de accién. Uno agruparia a los farmacos que producen

un corto efecto, que incluso puede ser negativo; en este grupo

am i o imipenem
estarian incluidos los BR-lactamicos, a excepcién de 1mip

] : 6
(BUSTAMANCE Y col 1984; ODENHOLT y coi 1989; BAQUERO Y col 1986)

16 is1i iana
gque por su diferente lugar de accilon produce la lisis bacteria

y no induce

sin originar formas filamentosas (SPRATT Yy col 1977),
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el

rapido desarrollo bacteriano tras la eliminacién del

. rmaco,

res Sé 3 5
sponsable del EPA negativo de los demas B-lactamicos (ODENHOLT

y col 1989).

En el segundo grupo de antimicrobianos estarian

aquellos capaces de produci
g ir de mod 5 ¢
P erados a prolongados efectos,
qulza en consonancia también con su mecanismo de accién; ejemplos
serian aminoglucésidos, cloramfenicol e inhibidores dJde 1la
girasa, es decir, farmacos que de una u otra forma afectan a 1la

sintesis proteica (ISAKSSON y col :988; MINGUEZ y col 1989b).

Para intentar explicar el origen del efecto
postantibidético, es decir, del mecanismo por el que se produce,
se postularon dos teorias (CRAIG y GUDMUNSON 1986). La primera
hace referencia a un dafio no letal producido por el
antimicrobiano, y que tras su retirada permitiria la
recuperacién de la bacteria y posterior desamollo, teoria que
unificaria el mecanismo de accién del farmaco y el mecanismo por
el que se produce el EPA. La segunda teoria sefiala co..o causa del
EPA, la persistencia del farmaco en su lugar de unién al
microorganismo tras la eliminacién. Esta hipoétesis parece no
estar de acuerdo con los hallazgos de GERBER Yy CRAIG (1981), los

cuales tras exponer el microorganismo a eritromicilna Yy

] 1 ' iciente
i m ] ] ] frio un tiempo suficien
eliminarla, y dejando el cultivo en

) ] 16 srmaco fuera del
para gque se produjera la difusién del far

i€ i seguian
microorganismo d2sde Su lugar de union (rlgosoma), g

detectando EPA.




Parece 3 t
Ce por tanto aceptable, que la duracién del EPA osta

intimamente

ligada con el mecanismo de acciobn,

Y mas si cabe con

el 1 pc L&
tipo de lesioén que producen los distint.s agentes

antimicrobianos sobre la bacteria

El EPA de las auinolonas pués, estaria relacionado con

la unidén de estas a la girasa del DNA Y a la inhibicién de 1la
sintesis proteica consecuente
En nuestros resultados, se observan netas diferencias

entre el EPA de a. nalidixico y las dos quinolonas fluoradas.
También existen entre éstc a favor de un mayor efecto de
ciprofloxacino, que a su vez parece ser mas afectado por los
factores tiempo de exposicién y concentracién. Estas diferencias
podrian justificarse de acuerdo a las distintas fo.mas de accidn
de estas tres quinolonas; asi, ciprofloxacino seria superior al
de los demas por el doble mecanismo de accidén que posee, cCoOmo se
describié en el primer capitulo, que no comparte con a.
nalidixico, norfloxacino y otras quinolonas (SMITH y LEWIN 19C8).
Por otra parte, también existe una tercera accién en norfloxacino
y no en otros farmacos, descrito como mecanismo C por RATCLIFFE y
SMITH (1985), responsable de la actividad de este farmaco sobre

bacterias en fase estacionaria. De acuerdo con estos diferentes

mecanismos de accioén, dobles en norfloxacino y ciprofloxacino, se

podrian justificar leos superiores efectos inducidos , en general,

por estos farmacos n comparacién con a. nalidixico.




D = .
Parece por tanto,

que sobre el EPA no sélo influye

Ltipo o grupo de antimicrobiano
r

el
S1lno gque también, dentro de una
familia,

en nuestro c '
stro caso quinclonas, pueden existir diferencias

r I ] 1 '

con el i inti i
mecanismo Intimo de accién de los diferentes

antimicrobianos. Este compor*-miento ya fué descrito por ODENHOLT

y col. (1989) como responsable del prolongado EPA de imipenem

respecto . los demdas B-lactamicos.

El EPA esta llamado a ser, como han sefialado | versos
autores (CH.LN y NEU 1987; ANTGHTINCALE 1987), un parametro muy
valioso en el establecimiento de los regimenes de dosificacién,
los cuales seran mas racionales al tener en cuenta junto a los
caracteres farmacocinéticos del farmaco, el efecto

postantibiético.

Asimismo, parece facil entender que la farmacocinética,
fundamentalmente el tiempo durante el cual el antimicrobiano esta
en el organismo a concentraciones eficaces (suprainhibitorias),
incidira drasticamente sobre el EPA junto a los niveles maximos
alcanzables. De forma que, férmacos con prolongada vida media y

capaces de alcanzar concentraciones elevadas en el 0Organismo,

1nduciran mayor efecto. Por otra parte, la CMI condicionaria el

tiempo durante el cual existen concentraciones eficaces de

farmaco , hecho que se vwa de tener en cuenta al extrapolar el EPA

de una cepa a otra con distinta sensibilidad.




Hasta el momento, existe controversia en la relacién
- .
% eXl tente entre el EPA "in vivo" e "in vitro". Por una parte
HES! -

S{ EN y col. (1988; 1989) no encuentran correlaciédn entre ambas

conciciones al estudiar gentamicina y penicilina mas gentamicina

en €l tratamiento de endocarditis. Otros autores (VOLGEMAN y col

1988 ODENHOLT y col 1989; GUDMUNSON y col 1986) seflalan, salvo

esca:as excepciones , una clara similitud entre los efectos que

dete:minan "in vivo" e "in vitro" con diversos antimicrobianos.

RENNEBERG y WALDER (1989) al estudiar el EPA de
imipeiem, amikacina y norfloxacino describen resultados similares
al ut .lizar condiciones "in vivo" e "in vitro", aunque en general
algo :tuperiores en estas Gltimas, con la excepcién de imipenen .
Hemos de ser cautos al comparar estos resultados con los de otros
autores en los que no son superiores los resultados descritos "in
vivo" (VOLGEMAN y col 1988; HESSEN y col 1989), ya dque éstos
utilizan modelos experimentales con animales neutropénicos, en
los cuales no existe igual cooperacién en la erradicacién de la
infeccién , gque en lcs animales con sus defensas intactas
utilizados por RENNEBERG Y WALDER (1989). Por tanto, el estado
inmun2 del individuo, seria otro factor que se deberia tener en

cuenta en la valoracidn clinica del efecto postantibidtico.

Debido a los numerosos factores due condicionan el

ibidti "i jvo" o "in vitro", no
efecco postantlblotlco, tanto in vivo" com




parece nada facil establecer los criterios que valoren el impacto

del EPA sobre los regimenes de dosificacién de 1los diferentes

antimicrobianos, en tanto no se estudien debidamente todos y cada

uno de los factores antes citados,

en la relacién antibiético-
bacteria-huesped.




3.5.- CONCLUSIONES.




Las ' i
quinolonas fluoradas estudiadas muestran una elevada

actividad frente

a los microorganismos ensayados,

claramente superior a la de acido nalidixico.

Acldo nalidixico, norfloxacino y ciprofloxacino podrian

encuadrarse en el grupo 1 de la clasificacién de Volgeman y

Craig, por su actividad bactericida muy dependiante de 1la

concentracién.

Los inhibidores de 1la girasa ensayados son capaces de

inducir efecto postantibiético sobre S. sonnei, K.

pneumoniae y E. coli; norfloxacino y ciprofloxacino sobre P.

aeruginosa, siendo claramente superiores los efectos de

estas dos quinolonas frente al acido nalidixico.

El efecto postantibiético de estos farmacos esta

directamente relacionado con la concentracién y tiempo de

exposicén.

El efecto postantibiético de los inhibidores de la girasa en

orina, a las concentraciones en que estos se encuentran

abitualmente en ella, es menor del que cabia esperar de tan

i ' el
elevadas concentraclones, hecho que se relaciona por

descenso de actividad que estos farmacos tienen en orina,

i ! 1
unido a 1la elevada proporcion de Mg ++ que antagoniza €

efecto de las guinolonas.




Debido a la rapida actividad bactericida y efecto

postantibidético de estos farmacos sobre los bacilos gram-

negativos, hechos no valorados habitualmente en el

estableciemiento de los regimenes de dosificacién,

creemos

que serla necesario un replanteamiento de dosis Yy pautas de

administracién.
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