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"The emergence of antibiotics resistance is the most eloquent example of Darwin’s
principle of evolution that there ever was”

"It is a war of attrition, it is naive to think we can win”

Dr. Livermore, Director Health Protection Agency. UK

"A shift in thinking is necessary. The focus should not solely be on finding new ways
to combat bacteria but also on finding ways to combat antibiotics resistance directly”

Dr. Singleton, University of North Caroline. USA



INDICE

INTRODUCCION ......cocerernresesssssssassesssssssnssnsssssssnssssssssssnssnssesssssssnsssssssnssnssessens 10
1) DESARROLLO DE UN ANTIBIOTICO ...vcvvieeevisresierestesiessstestssssresesssssssesssssesassnsnns 13
2) FARMACOEPIDEMIOLOGIA DE LA RESISTENCIA......ccveiivereeeesreseeeseestesesessresessnsns 23

2.1 StreptoCOCCUS PNEUMONIGE .........vvevnniieiniiiiiiiisisssssss s sss s saa s eans 24
2.2 HAemOPAIIUS INFIUENZAE. ............ccuieurieiiiiieeiie it aa s s eaas 29
2.3 SreptOCOCCUS PYOGENES ....ceuuviernnriiinsisinssssssssssssss s s ssa s s senns 34
3) FARMACODINAMIA ... .ccttieieeeete s s errss s s erssa s s s s rrsa s s s s rana s s s e rsnansssersnassssensnnssssennnns 37
3.1 La farmacodinamia como predictor de eficacia..........coovverrniiiiiiiiiiiieei e 38
3.2 La farmacodinamia para contrarrestar la resistencia..........cccoeeviivniiiinniiiennnnenn, 40
4) CEFDITOREN. ...cuuuiiiiiitiie i e eetiis s e ere s s s s s e e s s e e e e s s e e e s s e e eaa e e s s e aaa e e s e e naa e e e ernans 43

OBJETIVOS . ccuiteuiteeumnasmnnssnassmnssmnsssmssssnsssmssssnsssmssssnssssssssnssssssssnssssssssnnsssnsssnnssnnn 46

MATERIAL Y METODOS ....coveurerssssssssssmsnsssssssssssssssssnssssssassssssnssssssnssssssnsssnsnsssses 48
1) CENTROS E INVESTIGADORES .....cuiiiiiriieieernniesesssnsssssssssssssssnsssssnnnassssesnnnnnns 49
2) ESTUDIOS DEL PROGRAMA ......uiiiiittiiiieetrnassssssnsssssssns s s s s ssssssssnnnnssssennnnssssesnnns 52

2.1 Estudios de susceptibilidad realizados con cefditoren.........cccocoeviviiiiiiiiniinnnennn, 52
2.2 Estudios de farmacodinamia realizados con cefditoren ........cccccoevviviiiniiiennnenn, 56
2.3 Estudios sobre ecologia bacteriana realizados con cefditoren ...........ccevvvvvvnnnnn. 58
RESULTADOS ... icuitmeummasmasssnassmasssnsssmssssnsssmssssssssnssssnssssssssssssnssssnssssssssnsssnnsssnnsss 59



DISCUSION .....comeeiiesssanseseessssnssseessssnneseessssnnssssssssnsssssssssnnsssessssnnss sesssnnnnssssssnnnnns 65

1) FARMACOEPIDEMIOLOGIA DE LA RESISTENCIA......uevveesveseeeesresesesseseeesssseeessens 66
1.1 Actividad in vitro de cefditoren en la dinamica cambiante de S. pneumoniae. ....66

1.2 Actividad in vitro de Cefditoren frente a H. influenzae. ...........cccccvvevueeiieennnnnnn. 69

1.3 Actividad in vitro de Cefditoren frente a S. pyogenes..........ccccvevviviiiiiniiiinnnnn, 70

2) FARMACODINAMIA ....cotuiiiieetnesserrnnsssernssssssressssersnsssesrssnsssssnsnssssernnnnssssrnnnns 72
2.1 Como herramienta predictora de eficacia: Simulaciones farmacodinamicas........ 72

2.2 Como herramienta para contrarrestar la resistencia. ...........cvviiiiienninnneennnn. 76
2.2.1 Dentro de [a MiSmMa CePA ... .cuuiiiiiiiiiiiii i ea e ra e ena e 77

2.2.2 Nichos multibacterianos de la misma eSpecCie..........oovverunirrierrnninireeenieeeeens 79

2.2.3 Nichos multibacterianos de distintas especies. ...........cceiiriiriniiireiniineeeens 82
CONCLUSIONES ...ccuiteuimmesmmesmnesmmasmssssmsssmsssmmsssmssssnssssssssmsssessssnssssnsssnnsssnsssnnssenn 84
BIBLIOGRAFIA .......coecieeccressnsessssns e ssssesnssesnssessssssnssessssssnssessssssnssessssssnsssssssssnns 88



ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ABC
ADN
ATCC
ARISE
BLNAR
BLPACR
BSAC
CLSI
Cmax
CMI
CMB
FDA
NCCLS
PBPs
PCV-7

PD

PK
PMN
SAUCE
ufc

/:\rea Bajo Curva de las concentraciones plasmaticas

Acido desoxirribonucleico

American Type Culture Collection

Antimicrobial Resistance In Southern Europe
Betalactamasa negativa ampicilina resistente
Betalactamasa positiva amoxicilina/clavulanico resistente
British Society for Antimicrobial Chemotherapy

Clinical Laboratory Standars Institute

Concentracion plasmatica maxima

Concentracion Minima Inhibitoria

Concentracion Minima Bactericida

Food and Drug Administration

National Committee for Clinical Laboratory Standards
Pencillin Binding Proteins (Proteinas fijadoras de penicilina)
7- valent Pneumococcal Conjugate Vaccine (Vacuna neumococica
conjugada heptavalente)

Farmacodinamia

Farmacocinética

Polimorfonuclear

Susceptibilidad a los Antibidticos Usados en la Comunidad en Espafia
Unidades formadoras de colonias



INTRODUCCION

10



Lo que hace tan interesante el mundo de los antibidticos es que esta sujeto a
cambios continuos. No se debe olvidar que la diana de los antibidticos son seres
vivos, que en ciertos casos como S. pneumoniae, H. influenzaey S. pyogenes tienen
al ser humano como ecosistema exclusivo. Estos tres microorganismos colonizan la
nasofaringe y comparten nicho con otras especies. Como seres Vivos, Yy
especialmente por su capacidad de adaptarse, estan sujetos a evolucién natural, la
cual, en el Uultimo siglo, ha estado fuertemente condicionada por las diferentes
estrategias terapéuticas y profilacticas desarrolladas por el hombre. La seleccion
bacteriana producida por el uso de los antibidticos altera el contexto ecoldgico
porque modifica la ecologia de la poblacion bacteriana, lo que condiciona la evolucién

de todo el sistema microbiano (1, 2).

En esta biosfera cambiante, es necesario mantener actualizados los datos sobre
antibidticos mediante la realizaciéon de estudios de actividad in vitro en distintos
entornos geograficos, modelos de farmacocinética y farmacodinamia como
predictores de eficacia y modelos animales que demuestren eficacia bacterioldgica in

vivo antes de iniciar la fase de desarrollo clinico en humanos

Para obtener la autorizacion de un antibidtico es necesario demostrar que es eficaz,
seguro y bien tolerado en el tratamiento de las infecciones bacterianas. Un
antibidtico se considera bien tolerado cuando su accion es especifica sobre la célula
procariota, de modo que cualquier efecto sobre la célula eucariota puede ser
considerado como un efecto adverso. Considerando que el 90% de las 10** células
del cuerpo humano son procariotas (1), constituyendo la microbiota humana o flora
comensal, la necesidad de erradicar patdgenos bacterianos (objetivo de la terapia
antibidtica y principal determinante del resultado terapéutico) debe evaluarse

teniendo en cuenta los efectos que los antibidticos tendran en las células eucariotas,
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en la microbiota humana asi como en la seleccidn, evolucion y diseminacidn/difusion

de resistencia.

En el desarrollo de un antibidtico el objetivo es definir la dosis 6ptima y la duracion
del tratamiento que obtenga los mejores resultados clinicos, con la menor toxicidad
para el paciente, el minimo impacto en la microbiota humana y con el menor
desarrollo de resistencias. Sin embargo, las Autoridades Reguladoras no consideran
todas estas variables cuando evallan un nuevo antibidtico para su autorizacion y
posterior comercializacion, centrandose los requerimientos del regulador casi
exclusivamente en los resultados clinicos y en la toxicidad del nuevo antibidtico.
Mientras que los efectos adversos pueden detectarse en etapas tempranas del
desarrollo clinico, la aparicion y posterior difusién de resistencia suele ocurrir mas

tarde y no ser tan obvia su manifestacion.
Debido al impacto que el uso de los antibidticos tendra en la microbiota humana y en

el desarrollo de resistencias este deberia estudiarse en la fase pre-comercializacion

de cualquier antibidtico.
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1) DESARROLLO DE UN ANTIBIOTICO

Las fases de desarrollo de un farmaco estan claramente establecidas por las
Agencias Reguladoras, siendo su implementacion requisito imprescindible para la
elaboracion del dossier de registro de un nuevo farmaco. Posteriormente a su
evaluacion, las Agencias Reguladoras procederan a su autorizacion siempre que se
demuestre la seguridad, eficacia y calidad del nuevo medicamento de acuerdo con
las directivas europeas y/o “guidelines” internacionales asi como con la regulacién

nacional al respecto.

El desarrollo de un nuevo farmaco es un proceso multidisciplinar que requiere la
colaboracion de expertos en distintas areas de investigacion. El trabajo en equipo de
especialistas en quimica, biologia, farmacia y medicina hara posible el desarrollo de
nuevos medicamentos que cumplan con los objetivos para los cuales fueron

disenados.

Antes de iniciar la fase de desarrollo clinico (Fase I — Fase III), las Agencias
Reguladoras exigen un desarrollo preclinico. Dentro de este desarrollo preclinico se

encuentran estudios relativos a:

e Farmacologia:
- Farmacodinamia Primaria (selectividad, especificidad, potencia)
- Farmacodinamia Secundaria y de seguridad (por 6rgano)

- Interacciones medicamentosas farmacodinamicas
e Farmacocinética:

- Métodos analiticos e informes de validacion

- Absorcion, distribucidén, metabolismo y excrecion
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- Interacciones medicamentosas farmacocinéticas

- Otros estudios farmacocinéticos

e Toxicologia:
- Dosis Unica
- Dosis repetida
- Genotoxicidad: in vitro e in vivo
- Carcinogenicidad:
Estudios a corto plazo
Estudios a medio y largo plazo (incluyendo estudios con rango de dosis)
- Toxicidad reproductiva y sobre el desarrollo:
Fertilidad y desarrollo embrionario temprano
Desarrollo embriofetal
Desarrollo pre y post-natal, incluyendo funcion materna

Estudios de administracion y/o posterior evaluacion de la camada
- Tolerancia local

- Otros estudios de toxicidad:
Antigenicidad
Inmunotoxicidad
Estudios sobre mecanica (si no se han incluido anteriormente)
Dependencia
Metabolitos

Impurezas
El desarrollo preclinico de un antibidtico pasa por las mismas fases que cualquier

otro farmaco con la fase adicional de estudiar su actividad microbioldgica frente a los

patdgenos diana y de forma comparativa a los antibidticos existentes.
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Esta etapa, postoxicoldgica y pre-terapéutica, es de crucial importancia pero
temporalmente y de forma comparativa con otras fases la mas corta, por lo que su
disefio es critico ya que sus resultados condicionaran el desarrollo de las fases

clinicas posteriores.

Es obvio que los estudios tradicionales exigidos por las Agencias Reguladoras
(determinacion de sensibilidad por dilucién o difusidén en agar frente a los patdgenos
que se consideran diana) son imprescindibles, pero también deberian considerarse
aspectos farmacocinéticos y farmacodinamicos en el disefio de estos estudios.
Ademas, publicaciones recientes destacan que factores epidemioldgicos, ecoldgicos y
de la inmunologia del huésped juegan un papel fundamental en la eficacia de un
antibidtico asi como en la interpretacion y valoracion de los resultados, por lo que

también deben considerarse al disefiar el programa de desarrollo de un antibidtico.

Test de susceptibilidad y puntos de corte

Considerando que la mayoria de los tratamientos antibidticos se establecen de forma
empirica y por tanto se desconoce el patdgeno potencial implicado, para que la
eleccion del antibidtico sea la dptima se deben mantener actualizados los datos de

susceptibilidad antibidtica mediante estudios in vitro y epidemioldgicos.
Desde un punto de vista microbioldgico, los tests de susceptibilidad antibidtica
valoran el grado de actividad de un antibidtico frente a un patdgeno especifico sin

tener en cuenta las variables clinicas que afectaran al paciente.

Los tests de susceptibilidad antibidtica determinan la concentracion minima

inhibitoria (CMI) o la concentracion minima bactericida (CMB) en condiciones
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estaticas. La CMI es la minima concentracion (ug/ml) de antibidtico capaz de inhibir
el crecimiento bacteriano de una determinada cepa. Habitualmente se considera la
CMlIgo que es la concentracion que inhibe el crecimiento del 90% de los aislamientos
de una determinada especie. Cuanto mayor sea su valor, menor sera la actividad

intrinseca del antibidtico.

Por otro lado, la ausencia de inhibicidbn del crecimiento bacteriano por las
concentraciones sistémicas del antibidtico alcanzables tras dosis habituales se define
como resistencia (NCCLS/CLSI).

Para interpretar los resultados de los tests de susceptibilidad antibidtica es necesario
desarrollar una guia donde el término “breakpoint” o punto de corte defina
sensibilidad o resistencia. Si el objetivo es detectar poblaciones “salvajes” bacterianas
(aquellas que no tienen resistencia a los antibidticos estudiados) hablamos de puntos
de corte microbioldgicos, pero si nos referimos a la relacion entre variables
farmacocinéticas y los resultados de los tests de susceptibilidad (por ejemplo, perfil
de concentraciones antibidticas a lo largo del tiempo en relacién con la CMI) con
objeto de predecir erradicacién bacteriana y resultado clinico (3,4), entonces
hablamos de puntos de corte farmacocinéticos/farmacodinamicos (PK/PD). Y por
ultimo, si nos referimos a la probabilidad de que el tratamiento sea exitoso o que
fracase basado en los resultados clinicos y microbioldgicos de los ensayos clinicos, los

puntos de corte son clinicos.

Sin embargo, el valor de los datos proporcionados por los ensayos clinicos en

relacidn a los puntos de corte es limitado debido a:
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» |a ausencia de un numero suficiente de cepas resistentes, ya que no seria ético
incluir pacientes infectados por cepas resistentes al antibidtico objeto de

investigacion

= |a falta de un numero suficiente de cepas con distintos fenotipos de no-sensibilidad

(tolerancia, resistencia intermedia, resistencia completa....)
= insuficiente nimero de cepas de cada especie bacteriana que potencialmente
puedan estar implicadas en la infeccion (con la consiguiente inadecuada
extrapolaciéon de puntos de corte a la mayoria de las especies mas comunes)
y por ultimo,
= el requisito regulatorio de no-inferioridad frente a antibioticos ya autorizados (5).
Ademas de lo anterior, y teniendo en cuenta que para un nuevo antibidtico los
puntos de corte se establecen antes de que aparezca la resistencia, estos podrian no
ser adecuados cuando las bacterias desarrollen una disminucion en su sensibilidad

(6) y por ello los puntos de corte se deben revisar en las siguientes circunstancias:

* Si aparecen nuevos mecanismos de resistencia en bacterias responsables de la

infeccidn que previamente eran sensibles,

* si los puntos de corte disponibles no detectan de forma segura el nuevo

mecanismo de resistencia,

» cuando hay casos de fracaso clinico causado por bacterias portadoras de

resistencia que anteriormente eran sensibles al antibidtico,

17



» cuando se desarrollen nuevas dosis o formulaciones de antibidticos ya

comercializados

y por ultimo,

* si hay nuevas indicaciones de uso (lugares de accidon previamente no incluidos en
ficha técnica) (5,6).

Simulaciones farmacodinamicas

Durante la fase de investigacion clinica la evaluacidn de la eficacia de un antibidtico
se realiza en funcion de los resultados de curacion clinica y los de erradicacién

bacteriana.

Sin embargo, como ya se ha mencionado previamente, en los ensayos clinicos que
evalUan un nuevo antibidtico, encontraremos un escaso o nulo nimero de pacientes
infectados con cepas portadoras de distintos fenotipos de resistencia, asi como pocos
datos que permitan predecir la seleccién de resistencia y su posterior difusion o
transmision. Esto unido al hecho de que generalmente los puntos de corte,
predictores de eficacia, se estiman considerando datos obtenidos con cepas
sensibles (que quizas no serian adecuados para cepas con cierta resistencia (7)),
concede gran valor a los datos obtenidos mediante modelos de simulacién in vitro
computerizados, al reflejar mejor que los clasicos tests de susceptibilidad antibidtica

la infeccion y las condiciones del tratamiento.
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Los modelos in vitro computerizados simulan la farmacocinética del antibiotico y
proporcionan informacioén sobre la muerte bacteriana durante todo el intervalo de
dosificacién, pudiendo predecir éxito con respecto a la erradicacion bacteriana asi

como la aparicién y consiguiente seleccion de resistencia y/o la relacion entre ambas:

a) Con respecto a la erradicacidon bacteriana, los modelos de simulacion in vitro se
utilizan para determinar la actividad antimicrobiana frente a fenotipos de resistencia
prevalentes y no prevalentes, y de este modo establecer los intervalos de
dosificacién adecuados. La gran ventaja de estos modelos es que proporcionan
informacion que permite ahorrar tiempo en el desarrollo del farmaco vy evita
ensayos clinicos innecesarios o con un disefio inapropiado (8). Estos modelos de
simulacion son también herramientas pre-clinicas eficaces para el desarrollo de
nuevas indicaciones. Por ejemplo, en infeccion urinaria en la comunidad, para un
antibidtico aprobado en otras indicaciones, la simulacién de las concentraciones
alcanzadas en orina frente a los potenciales patdgenos bacterianos permite obtener

datos que ayudaran a disefiar mejor el desarrollo clinico posterior.

b) Con respecto a la aparicion/seleccion de resistencias, las simulaciones
farmacodinamicas son instrumentos eficaces y practicos para definir los valores
PK/PD que previenen la aparicion de subpoblaciones resistentes (5, 9) aspectos de

gran trascendencia, desde el punto de vista ecoldgico, epidemioldgico y clinico.

Otro campo que es posible abordar con los modelos farmacodinamicos es la
prediccion de la difusién de resistencias en nichos multibacterianos (simulando la
nasofaringe) entre distintas cepas de la misma especie o en subpoblaciones
resistentes dentro de una cepa o de cepas resistentes en un nicho con cepas de

distintas especies. La informacion proporcionada por estos modelos sera una
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herramienta Util para predecir la seleccion de resistencia y su posterior difusion y, por

tanto, ayudara a establecer mejor los mecanismos de prevencion o control.

Entre otros estudios, estos modelos pueden utilizarse para explorar los efectos que
las concentraciones de nuevas formulaciones tendran frente a cepas no sensibles al
antibidtico (10), para explicar los fracasos clinicos y determinar el valor PK/PD
necesario para prevenir la aparicion de subpoblaciones resistentes (11), para estudiar
la influencia que el lugar de la infeccion tendra en los valores PK/PD (12) y para
investigar distintos regimenes de dosificacion frente a fenotipos/genotipos de

resistencia (13).

Correlacidon con datos clinicos

Los resultados farmacodindamicos (prediccion de eficacia) procedentes de
simulaciones in vitro y modelos animales, se correlacionan bien con algunos estudios
clinicos (5). En el caso de S. pyogenes el T>CMI (el tiempo que la concentracion de
antibidtico excede la CMI, expresado como porcentaje del intervalo de dosificacion)
es el parametro que predice eficacia para B-lactdmicos o macrdlidos, habiéndose
establecido como necesario el valor del 40% del intervalo de dosificacién. En el
caso de las quinolonas, el parametro que mejor se correlaciona con eficacia es el
cociente del area bajo la curva de las concentraciones plasmaticas vs tiempo y la
CMI (ABC/CMI), habiéndose establecido como necesario el valor de 30. Con relacion
a la seleccidon de resistencias en S. pneumoniae la resistencia a B-lactamicos y
macrdlidos ocurre principalmente por la adquisicion de genes por transferencia (la
resistencia de novo es rara) (14) y el valor del T>CMI que previene la aparicion de
resistencia es el 40% del intervalo de dosificacion, mientras que para las quinolonas

la resistencia se debe a mutaciones espontaneas (14) y para prevenirla se necesita
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un valor de ABC/CMI de 200-300 (11), un valor muy superior al que predice eficacia,
debido a la necesidad de cubrir las CMIs de posibles mutantes resistentes (11). Los
valores que predicen eficacia no suelen variar entre cepas de la misma especie
bacteriana (7), sin embargo, si varian en funcidon de las especies, de las condiciones

experimentales y de factores del hospedador (15, 16).

A pesar de que los modelos farmacodinamicos constituyen en la actualidad la mejor
aproximacion in vitro a la infeccién, es importante destacar que la presencia de
proteinas séricas puede influir en la actividad del antibiotico frente a la bacteria. La
albimina puede limitar parte de la actividad antibiética al ligar una fraccion del
antibidtico mientras que inmunoglobulinas y complemento pueden mostrar un efecto
sinérgico con los antibidticos (17-19). Asi, estudios in vitro (curvas de muerte)
realizados para evaluar el efecto de la presencia de amoxicilina y acido clavulanico
sobre la fagocitosis de S. pneumoniae serotipo 9 resistente (17-19) mostraron que el
acido clavulanico (no activo per se frente a S. pneumoniae) redujo el 50% del
indculo inicial en presencia del complemento y PMNs y sin embargo esta reduccion
no se observd en ausencia de acido clavulanico (18). Frente a la misma cepa, la
actividad bactericida se consiguid a las 3h de la incubacién con amoxicilina-
clavulanico en presencia de PMNs y complemento y no fue bactericida cuando uno de

los dos componentes no estuvo presente (17).

En relacion con la albimina, aunque esta generalmente aceptado que solo la fraccion
libre (la no ligada de antibidtico) es la responsable de la actividad in vitro (y
presumiblemente in vivo), la rapidez y reversibilidad de la unién plantea dudas sobre
la rigidez de esta consideracidn. La unidn a proteinas depende de una constante de
disociacion; si ésta es baja, la unidn a proteinas puede tener un efecto pequefio en la
actividad antibacteriana.
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Estudios realizados con antibidticos con elevada unién a proteinas plasmaticas,
utilizando curvas de muerte bacteriana con concentraciones totales en medios con
albumina sérica (a concentraciones fisioldgicas), han mostrado una actividad
antibacteriana superior a la proporcionada por concentraciones similares a la fraccion
libre de antibidtico en suero (20). Por ello, el estudio del efecto de la unién a
proteinas séricas es importante y debe realizarse utilizando cepas con fenotipos de

resistencia que impliqguen CMI en el limite de sensibilidad.
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2) FARMACOEPIDEMIOLOGIA DE LA RESISTENCIA

Las superficies mucosas pueden ser colonizadas simultdneamente por multiples
especies. Las especies bacterianas objeto de estudio en esta tesis, S. pyogenes,
S.pneumoniae y H. influenzae, tienen en comun, entre otras cosas, ser parte de la
microbiota nasofaringea humana. Esto implica que la transmisién directa entre seres
humanos, la cual ocurre via “droplets” (gotitas respiratorias), es critica para su
persistencia. El éxito de un organismo en colonizar y posiblemente producir la
subsiguiente infeccidén podria estar determinado por su capacidad para competir con
los co-habitantes de su nicho. Cuando se producen cambios en su nicho ecoldgico y
cuando migran a otros nichos, se transforman en patdgenos siendo responsables de
las infecciones mas prevalentes adquiridas en la comunidad: S. pyogenes como
agente etioldgico de la faringoamigdalitis y S. pneumoniae vy H. influenzae como

agentes etioldgicos de las infecciones del tracto respiratorio inferior, otitis y sinusitis.

Por tanto, ademas de ser bacterias comensales pueden convertirse en agentes
patdgenos directos. Ademas, el H. influenzae no tipable, puede actuar como
patdgeno indirecto al producir p-lactamasas que protegen a los dos gram-positivos

capsulados del género Streptococcus de la accidn de la penicilina.

En la era de los antibidticos la capacidad de adaptacion de estas bacterias ha tenido
como consecuencia la aparicion de sensibilidad reducida a antibidticos, con
multiresistencia en S. pneumoniae, con resistencia a macrolidos con o sin produccion
de B-lactamasa y/o resistencia no enzimatica a p-lactamicos en H. influenzae y con
una disminucién en la sensibilidad o resistencia a los macrdlidos en el caso de S.
pyogenes. Todos estos perfiles de no sensibilidad surgen como resultado de la
presion antibidtica que ha favorecido la difusidon clonal y policlonal de este tipo de

resistencias.
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Por un lado, la resistencia antibidtica hace necesario disponer de nuevos antibidticos
y por otro, su consumo seleccionara nuevas resistencias, cerrando un circulo vicioso.
Por tanto, para romper el circulo o frenar la aparicién de resistencias, un nuevo
antibidtico debe ser activo frente a los microorganismos resistentes y minimamente
selector de resistencia en la microbiota humana con el menor impacto ecoldgico

posible.

2.1 Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae posee una capsula (actualmente se conocen 93 serotipos) que actla
como factor de virulencia permitiendo a la bacteria “escapar” de la opsonizacion
mediada por el complemento. Ademas, las proteinas de superficie permiten que S.
pneumoniae colonice y se adhiera a la nasofaringe humana, siendo esta su exclusivo
hospedador. La permanencia del S. pneumoniae en la nasofaringe facilita la
transmision exdgena y la colonizacion de la nasofaringe de nuevos huéspedes. Por
otro lado la presencia de otras cepas y especies en la nasofaringe favorece el
contacto entre cepas. La presion antibidtica continua y la capacidad del neumococo
de incorporar ADN, mediante transformacion, de otros neumococos (0 especies
proximas como Streptococos orales) son los principales responsables de la

adquisicién y evolucién de los fenotipos de resistencia en S. pneumoniae (21).

S. pneumoniae es un patdgeno bacteriano que responde con rapidos cambios a las
intervenciones clinicas. Los serotipos pueden actuar como cuasi especies y las
medidas terapéuticas, consumo de antibidticos, y medidas preventivas, como la
introduccién de la vacuna heptavalente, influyen sobre la evolucion de los

neumococos, siendo la no-sensibilidad antibidtica serotipo-dependiente (22). En este
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sentido, se ha notificado distinta incidencia de los distintos serotipos en funcion de
parametros geograficos y de edad, lo que ha llevado a proponer, desde la

perspectiva epidemioldgica, a cada serotipo como un patdgeno distinto (23).

2000-2010: Impacto de medidas terapéuticas y preventivas en la

evolucion de S. pneumoniae

La decreciente sensibilidad a la penicilina en S. pneumoniae ha sido un problema
grave durante décadas. Segun un estudio realizado a nivel mundial, con aislados
clinicos de neumococos recogidos durante 1999-2000, la no-sensibilidad a penicilina
(CMI > 0.12 pg/ml) fue del 24,7% en Europa Occidental, del 40,7% en Europa del
Este, del 31,9% en Norteamérica, del 42,1% en Latinoamérica, del 21,5% en
Australia y del 68% en Asia (24). La resistencia multiple (definida como resistencia
completa a dos o mas antibidticos de las seis clases representadas por penicilina,
eritromicina, cefuroxima, tetraciclina, trimetoprin/sulfametoxazol y levofloxacino) en
S. pneumoniae, en los primeros anos del presente siglo y hasta 2004, era de un
19,1% en Norteamérica, 27,7% en Europa Occidental y 80,4% en Extremo Oriente
(25).

A partir del afio 2000 la introduccién de la vacuna heptavalente de S. pneumoniae
(PCV-7), para la inmunizacion infantil, ha influido en la evolucion de las poblaciones
neumococicas alterando la distribucion de los serotipos y/o los patrones de no-
sensibilidad a antibidticos, con un efecto rebafio (“herd effect”) en la poblacion
adulta (26). Ademas de conseguir una reduccion notable en la incidencia de
enfermedad neumocdcica invasiva (27), se ha producido una marcada disminucion
en la prevalencia de los serotipos incluidos en la vacuna y en el porcentaje de
aislados clinicos invasivos no sensibles a la penicilina y/o eritromicina en la poblacién

infantil y adulta (22, 28). Este efecto se observa claramente al analizar los datos de
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Espafia, donde la PCV-7 fue introducida en el mercado privado en Junio del ano 2001,
con un incremento de vacunaciones desde el afio 2002 en adelante alcanzando una
cobertura no superior al 50% en 2006 (29). En el afo 2001, del total de aislados
invasivos (nifios y adultos) recibidos en el Laboratorio de neumococos del Centro
Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos III), un 43% eran aislados de
serotipos incluidos en la PCV-7, de los cuales el 61% eran aislados de nifios y el
38% de adultos. En 2007 los serotipos incluidos en la PCV-7 representaban un 20%
del total de los aislados invasivos, 15% en nifios y 21% en adultos (28). Como los
serotipos incluidos en la PCV-7 estan asociados a no-sensibilidad a la
penicilina/eritromicina, la disminucidon de la prevalencia de los serotipos incluidos en
la PCV-7 ha venido acompafiada por una disminucidon en la no-sensibilidad a

penicilina/eritromicina.

En un estudio epidemioldgico realizado durante los afios 2001-2002 en Espaia
incluyendo principalmente aislados no invasivos, el porcentaje de cepas no sensibles
a penicilina era del 43,9% (30). Usando la penicilina como marcador epidemioldgico
para la no-sensibilidad (considerando los puntos de corte del CLSI para la penicilina
oral) este estudio demostrd que los porcentajes de no-sensibilidad a p-lactamicos y
macrdlidos estaban alrededor del 0% y del 15% respectivamente entre las cepas
sensibles a la penicilina; para cepas con sensibilidad intermedia a la penicilina, los
porcentajes de no-sensibilidad fueron alrededor del 80% para cefaclor, del 50% para
la cefuroxima y del 60% para macrolidos; para las cepas resistentes a la peniciling,
los porcentajes de no-sensibilidad fueron del 35% para amoxicilina/clavulanico, del
100% para cefaclor y cefuroxima y del 60% para macrdlidos (30). Segin estos
resultados, la no-sensibilidad a p-lactdmicos y macrdlidos aparecia claramente
agrupada o recluida en las cepas de S. pneumoniae con sensibilidad intermedia y/o
resistente a la penicilina. Cinco afos después datos de un nuevo estudio

epidemioldgico en aislados clinicos no invasivos mostraron que el porcentaje de no-
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sensibilidad a penicilina habia disminuido significativamente, pasando del 43,9% al
22,9% con una menor variacion en el porcentaje de no-sensibilidad a la eritromicina
que pasé del 34,5% al 22,9% (31). La disminucidon en la no-sensibilidad a la
penicilina y eritromicina vino acompafiada de disminucidon en la no-sensibilidad a
otros B-lactamicos y macrolidos, con porcentajes globales que pasaron del 38,4% al
21,0% para cefaclor, del 32,6% al 5,6% para cefuroxima, del 7,8% al 5,2% para
amoxicilina/clavulanico, del 3,3% al 0,4% para cefotaxima y 35,2% al 22,4% para
azitromicina (30, 31). Lo mismo ocurrid al analizar los aislados invasivos donde la
disminucion en serotipos incluidos en la vacuna PCV-7 desde el afio 2001 hasta el
afio 2007 se correlaciond con la disminucion en la no-sensibilidad a la penicilina, que

pasd de un 34% a un 22%, y a la eritromicina, que paso del 28% al 20% (28).

Sin embargo, la disminucién en la incidencia de los serotipos incluidos en la PCV-7,
asociada con una disminucién en la no-sensibilidad a penicilina/eritromicina, dejaba
libre un nicho ecoldgico que podia ser ocupado por serotipos no incluidos en la PCV-7,
los cuales tenian mas probabilidad de estar expuestos a la presion antibidtica y a
especies proximas capaces de transferirles genes que codifican la resistencia
antibiotica (32).

En Espana la disminucidn de los serotipos incluidos en la PCV-7 se ha visto ligada al
aumento de los serotipos no incluidos en la vacuna, principalmente serotipos 1, 19A,
5, 7F y 3 (22). En este sentido, en un estudio epidemioldgico prospectivo de la
enfermedad neumocdcica invasiva realizado durante los afios 2007-2009 en Madrid,
después de la inclusién en octubre de 2006 de la PCV-7 en el calendario oficial de
vacunacion infantil, los serotipos mas frecuentes fueron: 1, 19A (con un patrén
policlonal), 5, 7F y 3. El serotipo 19A mostrd no-sensibilidad a penicilina parenteral,
cefotaxima y eritromicina (33). Este serotipo se ha convertido en el mas problematico,

ya que desde entonces se ha descrito una tendencia creciente en su prevalencia
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entre los neumococos invasivos junto con una creciente prevalencia de

secuenciotipos no sensibles a la penicilina en este serotipo (22).

Es especialmente preocupante la rapida difusion intra serotipo 19A de nuevos
secuencio-tipos no sensibles a la penicilina, tales como ST276 (detectado en el ano
2000), ST878 (en 2003), ST4461 (en 2004), ST2013 (en 2006) y ST320 (en 2007).
El aumento del serotipo 19A resistente a penicilina entre los aislados invasivos en
Espafia se ha asociado con la aparicion y difusidn clonal de dos clones
multiresistentes diseminados a nivel mundial (ST276 y ST320) (34). Estos secuencio-
tipos estan presentes en el 83% de los aislados clinicos recogidos en un estudio
epidemioldgico hospitalario y prospectivo, realizado en Madrid, de enfermedad
neumococica invasiva producida por el serotipo 19A. Todos los aislados clinicos de
estos dos secuencio-tipos fueron no sensibles a penicilina oral y eritromicina, y
ademas, los aislados del secuencio-tipo ST320 mostraron porcentajes de no-

sensibilidad a la penicilina parenteral del 93,8% vy a la cefotaxima del 75,0% (35).

La resistencia detectada entre los neumococos es consecuencia de su capacidad para
adquirir por transformacion genes que codifican las proteinas fijadoras de penicilina

(PBPs) y de la presion selectiva ejercida por el uso de los antibidticos (36).

Teniendo en cuenta el aumento de los porcentajes de no-sensibilidad a penicilina,
entre los serotipos no vacunales, debido a la redistribucién de los serotipos después
de la introduccion de la PCV-7, y el aumento de la cobertura vacunal asi como a la
naturaleza recombinogénica del neumococo, parece necesario realizar estudios in
vitro y estudios epidemioldgicos que proporcionen informacion sobre la evolucién de
los serotipos y secuencio-tipos con el fin de utilizar las medidas profilacticas y

terapéuticas disponibles de la mejor forma posible.

28



2.2 Haemophilus influenzae

H. influenzae es una bacteria comun en la microbiota nasofaringea humana, siendo
su exclusivo hospedador. Los porcentajes de colonizacion por H. influenzae tipo b
disminuyeron notablemente a raiz de la introduccion, a principios de los afios 90, de
la vacuna conjugada de polisacaridos para prevenir la enfermedad invasiva en
poblacion infantil (37). Por el contrario, H. /influenzae no tipable actualmente es un
comensal frecuente del tracto respiratorio en poblacion infantil y adulta que
raramente se asocia con la enfermedad invasiva (38, 39). La exposicion al H.
influenzae no tipable comienza después del parto y desde entonces la colonizacion
por diversas cepas, en periodos que van de dias a meses, es un proceso dinamico
donde las cepas colonizan y son eliminadas de la nasofaringe con un elevado nivel de

rotacion, alcanzandose indices de portadores sanos de hasta el 80% (40).

La co-colonizacion por multiples cepas de H. influenzae y S. pneumoniae es frecuente
en humanos (41) y se ha descrito que H. influenzae coloniza en mayor numero
(mayor carga bacteriana) cuando S. pneumoniae esta presente (42). Con la
introduccion de la PCV-7 para la inmunizacion infantil, algunos autores han
encontrado una mayor incidencia de H. /influenzae no tipable, en nifios vacunados

debido al fendmeno de reemplazo (43).

Los nifios que acuden a guarderias muestran porcentajes de colonizacion mayores
que aquellos que no acuden a este tipo de centros, y esta colonizacién durante el
primer afo de vida esta asociada con un mayor riesgo de desarrollar otitis media
aguda y otitis media recurrente (44). H. influenzae no tipable también causa
enfermedades como sinusitis y bronquitis (45). En adultos con enfermedad pulmonar
obstructiva cronica se encuentran mdltiples cepas de H. influenzae no tipable,

colonizando el tracto respiratorio inferior (46), siendo este el principal responsable de
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las exacerbaciones agudas en la bronquitis cronica (47) y la adquisicién de nuevas
cepas de H. influenzae esta asociada con un incremento del riesgo de nuevas

exacerbaciones (48).

Las aminopenicilinas han sido ampliamente utilizadas en el tratamiento de las
infecciones producidas por H. influenzae pero, como ocurrid en S. pneumoniae, a
comienzos de los afios 70 aparecio la resistencia a ampicilina y se difundié en areas
donde el uso de antibidticos estaba generalizado y con poco control como Espafia
(49).

Los mecanismos de resistencia de H. influenzae son enzimaticos y no enzimaticos.
Dentro de los enzimaticos, han sido documentadas dos clases de B-lactamasas
plasmidicas: TEM1 y TEM2 que, transpuestas desde las enterobacterias, confieren
resistencia a la ampicilina y otras aminopenicilinas; y ROB1 con menor frecuencia y
mas proxima a B-lactamasas de bacterias grampositivas que adicionalmente confiere
a H. influenzae resistencia a cefaclor (50, 51). Los mecanismos de resistencia no
enzimaticos implican sustituciones en las PBPs codificadas por el gen ftsI, descrito
por primera vez en los afios 80 en cepas de H. /influenzae capsulados tipo b y no
capsulados (52); estos mecanismos confieren resistencia a amoxicilina/clavulanico,
ampicilina/sulbactam, piperacilina/tazobactam y cefuroxima (53). Se ha notificado la
presencia concomitante de ambos mecanismos de resistencia, enzimaticos y no

enzimaticos, en aislados clinicos (54).

Aunque se ha descrito que la aparicion de resistencias no enzimaticas a la ampicilina
implica contacto célula/célula (55), H. influenzae de forma natural es capaz de tomar
ADN de su entorno y se ha descubierto que in vitro el mecanismo de transferencia

del gen ftsl implica una transformacion clasica (56).
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Una vez que aparece la resistencia su diseminacién se ve favorecida por la presion
antibidtica. En este sentido, han surgido cepas de H. influenzae con mecanismos de
resistencia no enzimaticos, por transmision horizontal y vertical, que han
evolucionado adaptandose rapidamente a la presion selectiva derivada del uso de

penicilinas orales y cefalosporinas (57).

2000-2010: Impacto de medidas terapéuticas y preventivas en la

evolucion de H. influenzae

Mientras que la resistencia a las quinolonas en H. influenzae continla siendo
excepcionalmente rara, la inmensa mayoria de las cepas son intrinsecamente

resistentes a macrolidos por la presencia de las bombas de eflujo (51).

La epidemiologia de la resistencia a ampicilina varia en funcién del area geografica y
del tiempo. En un estudio internacional (15 paises), realizado en los afos 2003-2004,
el rango de resistencia a la ampicilina iba desde un 8,7% en Sudafrica hasta el
29,6% en Asia (58). En los EE.UU. la resistencia a la ampicilina fue aproximadamente
del 30% en el periodo 2001-2005 (59). En un estudio europeo (11 paises) realizado
en 2004-2005, la resistencia media a la ampicilina fue del 16,4%, con resistencias
debidas a la produccidn de B-lactamasas que variaban entre un 17,6% en Francia y
un 0% en Alemania y Holanda (60). En otro estudio epidemioldgico realizado con
posterioridad entre los anos 2004 y 2008 se encontraron porcentajes parecidos de

cepas productoras de B-lactamasas (61).

Es dificil conocer a nivel mundial la prevalencia de cepas que muestran mutacion en
el gen f7tsl codificando la PBP3 (cepas BLNAR: B-lactamasa negativa ampicilina
resistente; cepas BLPACR: B-lactamasa positiva amoxicilina clavulanico resistente) no

solo por las diferencias encontradas en las distintas areas geograficas y por el tiempo
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de muestreo, si no también por el criterio que define BLNAR. Cuando se considera el
criterio genético (presencia de la mutacidon en el gen 7sf) la prevalencia de BLNAR
aumenta con respecto a la prevalencia determinada utilizando el criterio fenotipico
(cepas no sensibles de acuerdo con el breakpoint > 2 pg/ml definido por el CLSI) ya
que las sustituciones aparecen incluso en cepas con CMIs bajas como 0,5 pg/ml (51).
En este sentido, aunque en algunos informes las cepas BLNAR son poco frecuentes,
cuando se aplicaba el criterio genotipico las cepas que muestran mutaciones en el

gen ftsI son mas frecuentes de lo que previamente se pensaba (62).

Los distintos estudios epidemioldgicos realizados ponen en evidencia el incremento
de cepas BLNAR y BLPACR, aunque la prevalencia de estos fenotipos difiere de unos
a otros. Asi en el estudio de Darabi et al, realizado a nivel mundial entre 2004 y
2008, la prevalencia de cepas BLNAR y BLPACR fue de 1% y 0.2% respectivamente
(61). En otro estudio realizado por Jansen et al entre los anos 2004 y 2005 en 11
paises europeos la prevalencia del fenotipo BLNAR iba desde el 33,9% en Espaia
hasta el 0% en Francia y Holanda (60). Sin embargo en un estudio epidemioldgico
realizado por Dabernat et al en Francia, utilizando el criterio genotipico el 18,9% de
las cepas tenian mutaciones en el gen fsi asociada o no con produccion de B-
lactamasas (63). En otro estudio, realizado por Jansen et al en Europa y Canada
durante 2006 — 2008, los porcentajes de prevalencia del fenotipo BLNAR fueron del
11,4% (64).

El pais con la mayor prevalencia de cepas con mutaciones en el gen ftsI es Japon.
Un estudio longitudinal realizado durante 25 afios en Japdn puso en evidencia un
incremento en las cepas BLNAR, que pasaron del 15,4% en el afo 1981 a mas del
30% en el ano 2005 (65). Este 30% fue también comunicado posteriormente en
otro estudio llevado a cabo entre 2005 - 2008 en muestras procedentes de pacientes

pediatricos (66). En otro estudio realizado con criterio genotipico durante el mismo
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periodo de tiempo en aislados 6ticos, se encontrd una prevalencia de BLNAR del
42,9% (67), con diseminacion policlonal (como muestran otros estudios realizados
en Japdn y otros paises (51)). Desde 1999 hasta 2008 también se observd un

incremento en la prevalencia BLPACR con diseminacion clonal (68).

En Espaiia, en la ultima década, segun los estudios SAUCE (Susceptibilidad a los
Antibioticos Usados en la Comunidad en Espafia) (2001-2002, 2006-2007) la
resistencia a ampicilina que venia disminuyendo desde el afio 1996-1997 (38,6%)
continud haciéndolo, alcanzando porcentajes del 25,1% en 2001-2002, y del 16,1%
en 2006-2007 (31). Esto fue debido tanto a una disminucion de las cepas
productoras de B-lactamasas, que pasaron del 20,0% en 2001-2002 al 15% en 2006-
2007, como a la disminucién de cepas con fenotipo BLNAR que pasaron del 4,4% al

0,7% en los mismos periodos (31).

A la vista de estos datos, parece necesario realizar estudios epidemioldgicos que nos
permitan determinar la prevalencia local de los distintos mecanismos de resistencia a
B-lactamicos, a ser posible mediante el estudio de mutaciones que afectan a la CMI,
y establecer la relevancia clinica de la resistencia mediante la recogida de datos
clinicos. La actividad de los B-lactdmicos actualmente utilizados como
amoxicilina/clavulanico y cefuroxima axetilo puede estar comprometida debido al
incremento detectado de cepas BLNAR y BLPACR.
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2.3 Streptococcus pyogenes

S. pyogenes es un estreptococo del grupo A que, a diferencia de otros estreptococos,
carece de un reservorio en la naturaleza de conocida importancia. Los seres
humanos son su reservorio natural y ningun otro contribuye a su ciclo de vida (69,
70). El epitelio de la nasofaringe y la epidermis de la piel constituyen los nichos
ecoldgicos primarios del S. pyogenes, de forma que la transmisidn directa de persona
a persona, que sucede via gotitas respiratorias o por el contacto con la piel, es critica
para su supervivencia. S. pyogenes puede permanecer en un portador asintomatico
durante semanas o meses, con porcentajes de portadores en nasofaringe que van
del 15 al 20% entre nifios en edad escolar durante los periodos de mayor prevalencia
(picos estacionales) (71, 72). A nivel mundial es responsable, como minimo, de 616
millones de casos anuales de faringoamigdalitis y de 111 millones de infecciones de
piel (73).

La capsula de acido hialurdnico se correlaciona con la expresion de la proteina de
superficie M, siendo ambos esenciales para producir infeccion (74). El antigeno T es
la base principal del tipado serolégico, como suplemento al M. En base al

polimorfismo del gen emm se han diferenciado mas de 100 tipos distintos (75, 76).

2000-2010: Impacto de medidas terapéuticas y preventivas en la

evolucion de S. pyogenes.

Aunque parece claro que la prevalencia de la resistencia antibidtica depende en parte
del uso de antibidticos en la comunidad (77), el uso de los B-lactdmicos no ha
supuesto la aparicion de resistencia a la penicilina en S. pyogenes, debido
probablemente a la ausencia de variantes seleccionables portadoras de mecanismos
de resistencia a B-lactamicos (78). Sin embargo, ha sido bien establecida la relacion
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entre el consumo de macrdlidos y la difusion monoclonal de resistencia a los
macrolidos en S. pyogenes (79, 80) como ocurre en Espana, donde solo unos pocos
tipos de gen emm son responsables de la mayoria de las resistencias a macrolidos
(81, 82).

Los dos mecanismos de resistencia a macrolidos corresponden al fenotipo M
codificado por el gen mef(A) y al fenotipo MLSg codificado por el gen erm(A) y
erm(B). La resistencia a los macrolidos se ha convertido en un problema mundial, los
grados de resistencia a eritromicina en S. pyogenes varian entre paises, desde un
6,9% en EE.UU. (56% fenotipo MLSg) (83) hasta 25,6% en Hong Kong (84). En
Espafa, segun los estudios SAUCE realizados durante los Ultimos afios, aunque los
porcentajes de resistencia a la eritromicina han venido disminuyendo, desde el
24,3% en 2001-2002 hasta el 19,0% en 2006-2007, no se ha encontrado una
tendencia temporal decreciente (31). Por el contrario, si se ha observado una
tendencia creciente en los porcentajes del fenotipo MLSg entre las cepas resistentes,
pasando del 14,0% en 2001-2002 al 35,5% en 2006-2007 (31). A pesar de ello, el
mefA) sigue siendo el principal determinante de resistencia a macrélidos, como

también ha sido descrito recientemente en Alemania (85).

Es relevante destacar que ambos mecanismos de resistencia, fenotipos M y MLSg,
confieren resistencia a macrdlidos de 14 y 15 atomos, por lo que la resistencia a
eritromicina implica también resistencia a azitromicina y a claritromicina (86), siendo
la resistencia a macrdlidos clinicamente relevante en el tratamiento de las faringitis

causadas por el estreptococo del grupo A (87).
En cuanto a la resistencia a quinolonas, desde que en el afio 2001 se notificod el

primer aislado de S. pyogenes resistente a fluoroquinolonas (88) se han venido

detectando estos aislados resistentes en América, Europa y Japdn (89-92) con
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distribucion clonal y policlonal (93). En Espafia desde 1998, afio de introduccion del
ciprofloxacino en la practica terapéutica, varios clones con gen emm tipo 6 han
desarrollado mutaciones en las topoisomerasas claves, reduciendo la sensibilidad a
ciprofloxacino (94, 95). Aunque las fluoroquinolonas no se usan en poblacion infantil,
podemos atribuir a esta poblacidon la responsabilidad de diseminar las cepas de S.
pyogenes no-sensibles en la comunidad (94, 95). En este sentido, hay un informe
que muestra un incremento en la prevalencia de cepas con nivel de resistencia bajo a
las fluoroquinolonas (definida como CMI entre 2-8 ug/ml al ciprofloxacino) que pasé
del 1,9% en 2005 al 30,8% en 2007, en nifios que no habian sido tratados con

fluoroquinolonas (96).

Aungue se ha sugerido que la disminucion en la resistencia a la eritromicina se debe
a la disminucion en el uso de los macrolidos, también se ha formulado la hipdtesis de
que dicha disminucion podria ser el resultado del aumento de la presion ejercida por
las fluoroquinolonas, ya que las cepas con mutaciones que desarrollan alta
resistencia a las fluoroquinolonas pierden su rasgo de resistencia a la eritromicina
(97).

Los cambios en la presion antibidtica durante los anos 2000 han modificado los
patrones de no-sensibilidad a macrdlidos en S. pyogenes, con cambios en los
fenotipos no-sensibles y con la aparicion y diseminacién de niveles bajos de

resistencia a las fluoroquinolonas.
La vigilancia epidemioldgica nos permitira detectar la resistencia y de este modo

disefiar mejor las estrategias terapéuticas en la comunidad donde S. pyogenes pueda

estar implicado.
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3) FARMACODINAMIA

La seleccién de un antibidtico, dosis y duracién del tratamiento tendra efectos a largo
plazo sobre la apariciéon o seleccion de resistencias, y por este motivo deben
considerarse sus efectos potenciales en cada decisidon de tratamiento antibiotico (98).
En este sentido, la administracién antimicrobiana Optima se ha definido como
aquella que su dosis y posologia obtiene el mejor resultado clinico en el tratamiento
de la infeccidon con la minima toxicidad para el paciente y el menor impacto en el

desarrollo de resistencias (98-100).

Debido a que el uso de antibidticos se realiza principalmente en el ambito
ambulatorio y no en hospitales, las intervenciones encaminadas a mejorar su
administracién deberian ir dirigidas al ambito extra-hospitalario (100). El principal
objetivo en el desarrollo de un antibidtico para el tratamiento de infecciones
adquiridas en la comunidad es definir el régimen adecuado y la duracién éptima para
conseguir el mejor resultado clinico con la minima toxicidad para el paciente, el
minimo impacto en la microbiota humana y la menor capacidad de seleccionar

resistencia (101).

La farmacodinamia (PK/PD) es un instrumento imprescindible para mejorar el
manejo/administracion de un antibidtico ya que el analisis PK/PD fundamenta la
seleccion Optima, la dosis y duraciéon del tratamiento (100). La farmacodinamia
permite medir la exposicion al farmaco que esta intimamente relacionado no solo con
la capacidad de eliminar microorganismos, si no también con la capacidad de

eliminar subpoblaciones resistentes emergentes (102).
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3.1 La farmacodinamia como predictor de eficacia

Durante los Ultimos 15 afos se ha profundizado en el conocimiento de las relaciones
entre los parametros PK/PD vy los resultados clinicos, permitiendo establecer una
correlacién mejor entre los resultados in vitro y la eficacia in vivo (103). Actualmente
los estudios PK/PD son criticos en el desarrollo de los farmacos para determinacion
de dosis e intervalos de dosificacién a utilizar en ensayos clinicos y también para

establecer los puntos de corte de sensibilidad (100).

Una vez conocido el parametro PK/PD para un régimen posoldgico determinado
pueden establecerse los puntos de corte PK/PD de sensibilidad, a partir de los cuales
puede predecirse la actividad in vivo (102). Es importante sefialar que distintas
exposiciones al antibidtico se traduciran en diferentes grados de efecto antibidtico.
Esto significa que para los B-lactamicos, al ser tiempo-dependientes, maximizar el
tiempo durante el cual la bacteria esta expuesta a concentraciones efectivas
incrementa la probabilidad de una respuesta clinica y bacterioldgica. En cualquier
caso, no es necesario cubrir todo el intervalo de dosificacion con concentraciones de
farmaco superiores a la CMI para conseguir actividad bacteriostatica o bactericida,
los porcentajes clasicamente aceptados del intervalo de dosificacion para patdgenos
respiratorios son 20 y 40% para carbapenamicos, 30 y 50% para penicilinas y 40 y
65% para cefalosporinas (102). También se han asociado con eficacia bacterioldgica,
para macrdlidos en patdgenos respiratorios, valores de 40-50% del intervalo de
dosificacion, donde la concentracion sérica excede la CMI (T> CMI) (104). En
farmacos concentracion dependiente, como las fluoroquinolonas y los azalidos,
maximizar la concentracion incrementa la probabilidad de una respuesta positiva
clinica y bacteriolégica a la terapia, siendo la relacién area bajo curva concentracion
vs tiempo / CMI (ABC/CMI) el parametro PK/PD, con valores de 20-25, predictor de

actividad bacteriostatica y bactericida para patégenos respiratorios (102). Sin
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embargo, para obtener resultados clinicos satisfactorios en el tratamiento de la
neumonia neumocdcica adquirida en la comunidad se necesitan valores de ABC/CMI

ligeramente superiores, aproximadamente de 30 (102).

Aunque en la fase preclinica es importante establecer in vitro la asociacion entre la
exposicion al farmaco y la respuesta, es critico extrapolar esta asociacion a pacientes
reales. En los Ultimos afos la introduccion de modelos matematicos como la
simulacion de Montecarlo, permite optimizar la combinacion de datos PK/PD para
predecir los resultados terapéuticos de posologias concretas en muestras
poblacionales grandes (105). Para describir el rango probable de exposicién que
sucedera en la clinica se precisa previamente de informacién sobre la tendencia
central y medidas de la dispersién del parametro farmacocinético. La simulacion
segun el procedimiento de Montecarlo ha demostrado que es un método valido para
determinar la probabilidad de alcanzar un valor especifico de cualquier indice
farmacodinamico (ABC/CMI, T>CMI; CMI) para una poblacién grande, siendo

igualmente Util en varios campos de la medicina y otras ciencias aplicadas.

La prediccion de eficacia en el caso de un antibidtico B-lactamico se calcula como un
determinado valor de tiempo de concentracidon plasmatica por encima de la CMI, la
simulacion de Montecarlo determina la probabilidad de alcanzar este indice (T>CMI
>40%) en poblaciones grandes, esta probabilidad debe ser superior al 90%, ya que
por debajo de este valor la probabilidad de que el régimen posoldgico sea eficaz se
reduce de forma significativa (106). Este cdlculo se hace para cada uno de los

valores de CMI posibles en la poblacion bacteriana previamente descrita.
Uno de los principales problemas para predecir la eficacia in vivo, es que los

antibioticos in vivo interactlan con las bacterias de una forma mas compleja que in

vitro debido a la presencia de las proteinas séricas, que actian como interfase. En
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ausencia de métodos estandarizados para probar el impacto de la unidon a proteinas
en la actividad antibidtica (107), clasicamente se acepta que solo la fraccion libre del
antibidtico es activa in vitro y presumiblemente in vivo, y la extrapolacion
matematica de la fraccidn activa del total mediante el porcentaje de union a
proteinas es el método que se utiliza para estimar las concentraciones libres en
calculos farmacocinéticos. Sin embargo, la reversibilidad de la unién a proteinas
implica que limitar la actividad a la fraccion libre de forma absoluta puede no ser
correcto incluso en farmacos con elevada union a proteinas plasmaticas (108). Por
esta razdn, son esenciales estudios que permitan investigar el efecto de la unién a
proteinas en la actividad antimicrobiana in vitro e in vivo, principalmente en farmacos

con elevada union a proteinas plasmaticas.

3.2 La farmacodinamia para contrarrestar la resistencia

En la Ultima década, se han producido avances importantes en el conocimiento de los
principios PK/PD, sin embargo la informacidn disponible todavia presenta algunas
lagunas, especialmente en relacion con la prevencidn de la aparicion de resistencia y
su difusion. Estudios de regimenes de dosificacion antibidtica dirigidos a la
prevencion del desarrollo de resistencia no han sido objeto de prioridad y la mayoria
de los indices PK/PD se han centrado en la eficacia microbioldgica y la consiguiente

respuesta clinica (109).

La resistencia es un proceso que se desarrolla en dos etapas. La primera, la aparicion,
ocurre por mutaciones en el genoma (cromosomas, plasmidos o trasposones) o por
adquisicion de ADN exdgeno mediante transformacién o por conjugacién. Esto
sucede al azar y no depende de la presencia de antibidticos en el entorno (110). Sin

embargo, parece que el estrés provocado por el antibidtico aumenta el intercambio
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genético, incluyendo genes mediadores de resistencia (110), como se ha notificado
con fluoroquinolonas que pueden inducir transformacion del ADN de S. pneumoniae
en ausencia de muerte bacteriana (111).

La segunda etapa es la diseminacién de bacterias resistentes mediante clones
(difusién clonal), plasmidos (difusién plasmidica) o determinantes de resistencia
(difusidn genética), y esto si estd claramente asociado con la presion selectiva

ejercida por los antibioticos (110).

La resistencia, como resultado de mutaciones o por transformacion del ADN, tiene un
coste en la capacidad de adaptacion (“fitness” bacteriano); asi bacterias resistentes
estan frecuentemente peor adaptadas que las salvajes, siendo mas competentes

cuando el antibiotico esta presente (109).

La presion antibidtica puede desenmascarar a pequefias poblaciones resistentes y
por este motivo son necesarios los estudios PK/PD con cultivos mixtos, que incluyan
bacterias sensibles y bacterias portadoras de distintos determinantes de resistencia,
para valorar la capacidad que tendran distintos regimenes de dosificacion de

contrarrestar la difusion de resistencia.

De especial interés también son estudios que exploren los efectos que distintos
regimenes antibidticos tendran en la microbiota humana como por ejemplo, en la
flora presente en la nasofaringe. La nasofaringe es el nicho desde el cual poblaciones
resistentes de bacterias como S. pneumoniae, S. pyogenes y H. influenzae (bacterias
comensales exclusivamente adaptadas al hombre y las mas prevalentes en las
infecciones adquiridas en la comunidad) pueden seleccionarse y posteriormente
diseminarse.

La farmacodinamia no solo es Util como herramienta para predecir la eficacia,

también lo es para contrarrestar la difusidn de resistencia y reducir los efectos
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colaterales en la flora comensal, por lo tanto deberia considerarse en cada decision
de tratamiento antibidtico junto con los criterios clasicos de seguridad, eficacia, via

de administracion, cumplimiento y coste.

La busqueda de criterios PK/PD y puntos de corte que puedan predecir la difusion de
resistencia deberia estudiarse mediante modelos PK/PD (109) incluyendo ademas de
cepas salvajes como organismos diana, bacterias con distintos mecanismos de

resistencia y niveles de sensibilidad.
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4) CEFDITOREN

Cefditoren, descubierto por los doctores Kunio Atsumi, Kenji Sakagami, Ken
Nishihata, Takashi Yoshida y Shunzo Fukatsu en Meiji Seika en Japdn, es la forma
activa de cefditoren pivoxil, una cefalosporina oral de tercera generacién que posee
en su estructura un grupo metiltiazol caracteristico en posicion C; y otros grupos
estructurales similares a cefalosporinas de primera y tercera generacion (112). En
cefditoren el grupo localizado en la posicién C; del esqueleto cefamico le confiere
actividad frente a microorganismos gram-negativos mientras que el que se encuentra
en la posicion Cs, no visto en otras cefalosporinas de segunda o tercera generacion,

le confiere actividad frente a bacterias gram-positivas.

De acuerdo con el estudio de Yamada et al, la estructura de la PBP2x de S.
pneumoniae forma un complejo con cefditoren de forma que el grupo metiltiazol
situado en la posicidon C; de la cadena lateral de cefditoren encaja bien en el lugar de
union, “binding pocket”, y esta caracteristica probablemente le confiere su elevada
actividad frente a cepas de S. pneumoniae (113). La presencia del grupo
metoxiamino confiere a cefditoren su estabilidad frente a la hidrdlisis de las B-

lactamasas como TEM-1, TEM-2 y ROB-1 producidas por H. influenzae.

Cuando el profarmaco cefditoren pivoxil se administra por via oral, es rapidamente
hidrolizado por las esterasas intestinales durante su absorcion en el duodeno y se
distribuye en sangre circulante como cefditoren activo. La biodisponibilidad oral de
cefditoren pivoxil es baja en condiciones de ayuno (15-20%) pero aumenta de forma
importante, cuando se administra con comidas de contenido graso, con incrementos
del 50 y 70% en los valores medios de Cmax y ABC respectivamente, comparados

con los valores en ayunas (112).
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Figura 1: Estructuras quimicas de cefditoren y cefditoren pivoxil con el esquema de numeracion

atémico para el esqueleto cefamico.

En un estudio en Fase I realizado en el afo 1993, en el que se administraron 400 mg
de cefditoren pivoxil en dosis Unica después de la comida, los valores
farmacocinéticos determinados fueron Cmax = 3,7 + 0,7 ug/ml, Tmax = 2 h, ABC,
=125+ 1,6 ygx h/mlyt1/2 = 1,54 + 0,20 h (114). El valor medio del volumen de
distribucién en estado de equilibrio fue de 9,3 L y el porcentaje medio de unién a
proteinas, principalmente a la albumina sérica, del 88% (112). Las concentraciones
de cefditoren en mucosa bronquial han sido determinadas en pacientes a los que se
les realizd fibrobroncoscopia después de haber recibido 400 mg de cefditoren pivoxil
en dosis Unica 1 - 4h antes de la toma de muestra, con valores que fueron de 0,56 a
1,04 mg/Kg (112). Cefditoren no se metaboliza de forma apreciable y se elimina

principalmente por orina, con un aclaramiento renal de aproximadamente 4,1-5,6 L/h.
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Mas de 10.000 pacientes han sido evaluados durante el desarrollo clinico de
cefditoren pivoxil en EE.UU. y Europa de forma comparativa a los antibidticos
recomendados en las distintas indicaciones estudiadas. Los resultados de los ensayos
clinicos, en infeccion respiratoria adquirida en la comunidad, proporcionan datos de
eficacia y seguridad en el tratamiento de faringoamigdalitis, sinusitis aguda,
neumonia adquirida en la comunidad y en la exacerbaciéon aguda de la bronquitis

cronica.

La comercializacién de esta nueva cefalosporina oral en Europa en 2004, con un
perfil interesante desde el punto de vista microbiolégico y farmacodinamico vy su
coincidencia con la implantacién de programas de vacunacion neumococica (PCV-7),
ofrecia la oportunidad de estudiar de forma continua la farmacodinamia de

cefditoren en la ecologia de la microbiota respiratoria humana.

Espafa es un excelente lugar para explorar la actividad in vitro de este antibidtico
frente a las bacterias responsables de las infecciones respiratorias en la comunidad
debido, en primer lugar, a la prevalencia de cepas de S. pneumoniae no sensibles a
antibidticos previos, H. influenzae no sensible a ampicilina (BLNAR, BLPACR) y  S.
pyogenes resistente a macrdlidos y en segundo lugar a la red de investigacion

microbioldgica existente.
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OBJETIVOS
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El objetivo general ha sido disefiar un programa de estudios preclinicos con
cefditoren mas alld de los exigidos por las Autoridades Reguladoras que permitan
obtener datos que, interrelacionados entre si, muestren su actividad frente a
bacterias con fenotipos de resistencia emergentes y determinen los parametros
farmacodinamicos que predicen eficacia y previenen la seleccidon de resistencias. Para

ello pretendemos:

1) Obtener informacion actualizada sobre sensibilidad y resistencia a cefditoren y
otros antibidticos en las bacterias mas prevalentes en la infeccidn respiratoria en la

comunidad.

2) Conocer la actividad de cefditoren y los parametros predictores de eficacia frente
a cepas con determinados genotipos/fenotipos de resistencia, que no se van a
encontrar en numero suficiente en los ensayos clinicos terapéuticos, mediante la

utilizacion de modelos farmacodinamicos.

3) Definir los valores de los parametros PK/PD que predicen la aparicion de

poblaciones y subpoblaciones resistentes.
4) Valorar de forma comparativa el impacto de cefditoren vs. otros antibioticos sobre

la microbiota humana, mediante la simulacién de “nichos ecoldgicos”, a fin de

predecir la potencial seleccidn y transmisién de resistencias.
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MATERIAL Y METODOS
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1) CENTROS E INVESTIGADORES

= Centro de investigaciones bioldgicas (CSIC) y CIBER de enfermedades respiratorias
(CIBERES). Madrid. Espana.

Ramos-Sevillano E.

» Facultad de Medicina - Universidad Complutense. Departamento de Microbiologia. Madrid.
Espafia

Aguilar L,
Alou L,
Cafini F,
Echeverria O,
Garcia E,
Giménez M),
Gonzalez N,
Lopez AM,
Prieto J,
Sevillano D,
Torrico M.

» Facultad de Medicina - Universidad de Valencia, Departamento de Microbiologia. Valencia.
Espafa

Garcia de Lomas J.

» Facultad de Medicina — Universidad de Zaragoza. Departamento de Microbiologia.
Zaragoza. Espafa.

Becerril R,
Gomez-Lus R.

* Fundacién Jiménez Diaz. Departamento de Microbiologia. Madrid. Espafia

Esteban J, Diaz C,
Fernandez-Roblas R, Garcia-Rodas R,
Gadea I, Cerrato V,
Garcia C, del Prado G,
Gracia M, Huelves L,
Granizo J1J, Ruiz V,

Lopez JC, Naves PL,
Ramos JM, Ponte MC,
Santos F, Soriano F.
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GlaxoSmithKline S.A. Departamento Médico. Madrid. Espafia

Valdés L.

Granadatos SL. Madrid. Espana.

Granizo J1J.

Hospital de Donostia. Departamento de Microbiologia. San Sebastian. Espafia.
Ercibengoa E,

Miramon JM,

Pérez-Trallero E.

Hospital Gregorio Maraindn. Departamento de Microbiologia, Madrid. Espafa
Cercenado E.

Hospital Clinico “Lozano Blesa”. Departamento de Microbiologia. Zaragoza. Espafia.
Castillo FJ,

Duran E,

Oca M,

Rubio-Calvo C,

Seral C.

Hospital Clinico San Joan de Deu. Departamento de Microbiologia. Barcelona. Espaia

Gené A.
Hospital Clinico. Departamento de Microbiologia. Barcelona. Espaiia

Marco F.

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Departamento de Microbiologia. Santander.
Espafia

Martinez-Martinez L.

Instituto de Salud Carlos III, Laboratorio Espafiol Nacional de para S. pneumoniae.
Madrid. Espaia

Casal J,
Fenoll A,
Robledo O,
Tarrago D,
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Vicioso M-D.

= Instituto Valenciano de Microbiologia, Valencia. Espaiia.

CebrianL,

Garcia de Lomas J,
Juan-Baion JL,
Lerma M.

Tedec Meiji Farma, S.A., Departamento Cientifico. Madrid. Espaiia

Coronel P,
Gimeno M,
Rodenas E.
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2) ESTUDIOS DEL PROGRAMA

2.1 Estudios de susceptibilidad realizados con cefditoren

Titulo del estudio

Centros e investigadores

In vitro activity of cefditoren against clinical
isolates of penicillin-susceptible and resistant

strains of  Streptococcus  pneumoniae,
Haemophilus  influenzae  and Neisseria
meningitidis

J. Antimicrob Chemother 1996; 37:1037-
1039

Departamento de Microbiologia, Fundacion
Jiménez Diaz. Madrid. Espana
Fernandez-Roblas R, Lépez JC, Ramos
JM, Soriano F.

Departamento I+D, Tedec Meiji Farma, S.A.
Coronel P, Gimeno M.

Antimicrobial resistance among clinical isolates
of Streptococcus pneumoniae isolated in four
Southern European Countries (ARISE Project)
from adults patients: results from the
Cefditoren Surveillance Program

Journal of Chemotherapy 2003; 2: 107-
112

Departamento de Microbiologia, Fundacion
Jiménez Diaz. Madrid. Espana

Soriano F, Gracia M, Fernandez-Roblas
R, Esteban J, Gadea I, Santos F,
Granizo 1J.

Centro Nacional de Microbiologia. Instituto
de la Salud Carlos III. Madrid. Espafia.
Fenoll A.

Departamento Cientifico, Tedec Meiji
Farma, S.A. Madrid, Espafia.

Coronel P, Gimeno M, Rédenas E.

Antimicrobial susceptibility of Haemophilus
influenzae, Haemophilus parainfluenzae and
Moraxella catarrhalis isolated from adults
patients with respiratory tract infections in four
Southern European countries. The ARISE
project.

Int. Journal of Antimicrobial Agents,
2004; 23: 296-299

Departamento de Microbiologia, Fundacion
Jiménez Diaz. Madrid. Espafa

Soriano F, Gracia M, Garcia C,
Fernandez-Roblas R, Esteban J, Gadea
I, Granizo J].

Departamento Cientifico, Tedec Meiji
Farma, S.A. Madrid, Espafia.

Coronel P, Gimeno M, Rodenas E.

Activity of cefditoren against clinical isolates of
Streptococcus pneumoniae showing non-
susceptibility to penicillins, cephalosporins,
macrolides, ketolides or quinolones

Int. Journal of Antimicrobial Agents,
2007; 29:223-232

Laboratorio Nacional de Referencia de
Neumococos en Espafia. Instituto Carlos III.
Madrid. Espafa

Fenoll A, Robledo O, Casal J.
Departamento de Microbiologia. Facultad de
Medicina. Universidad Complutense. Madrid.
Espana. Aguilar L, Giménez MJ.
Departamento Cientifico, Tedec Meiji
Farma, S.A. Madrid, Espafia.

Coronel P, Gimeno M.
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Titulo del estudio

Centros e investigadores

Influence of Haemophilus influenzae B-
lactamase production and/or fzsI gene
mutations on in vitro activity of and
susceptibility rates to aminopenicillins and
second and third generation cephalosporins.
Int. Journal of Antimicrobial Agents,
2007; 30: 186-193

Instituto Valenciano de Microbiologia,
Valencia. Espaiia.

Garcia de Lomas J, Lerma M, Cebrian L,
Juan-Baifon JL.

Departamento de Microbiologia. Facultad de
Medicina. Universidad de Valencia, Espaia
Garcia de Lomas J.

Departamento Cientifico, Tedec Meiji Farma,
S.A. Madrid, Espafia.

Coronel P.

Departamento de Microbiologia. Facultad de
Medicina. Universidad Complutense. Madrid.
Espana. Giménez MJ, Aguilar L.

Influence of the B-lactam resistance phenotype
on the cefuroxime versus cefditoren
susceptibility of Streptococcus pneumoniae and
Haemophilus influenzae recovered from
children with acute otitis media.

J. Antimicrob. Chemother, 2007; 60: 323-
327

Laboratorio Nacional de Referencia de
Neumococos en Espafia. Instituto Carlos III.
Madrid. Espafia

Fenoll A, Robledo O, Tarragoé D.
Departamento de Microbiologia. Facultad de
Medicina. Universidad Complutense. Madrid.
Espafia

Giménez MJ, Aguilar L.

Granadatos SL. Madrid. Espafia. Granizo
JJ.

Departamento Cientifico, Tedec Meiji
Farma, S.A. Madrid, Espafia.

Gimeno M, Coronel P.

Antimicrobial susceptibilities of amoxicillin-non-
susceptible and susceptible isolates among
penicillin-non-susceptible Streptococcus
pneumoniae.

Clinical Microbiology and Infection, Sept.
2007; Vol. 13, 9: 937-948

Departamento de Microbiologia. Hospital de
Donostia, San Sebastian. Espaiia.
Pérez-Trallero E, Miramon JM,
Ercibengoa E.

Departamento de Microbiologia. Facultad de
Medicina. Universidad Complutense. Madrid.
Espana. Giménez MJ, Aguilar L.
Departamento Cientifico, Tedec Meiji
Farma, S.A. Madrid, Espafia.

Coronel P.
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Titulo del estudio

Centros e investigadores

In vitro activity of oral cephalosporins against
pediatric isolates of Streptococcus pneumoniae
non-susceptible to penicillin, amoxicillin or
erythromycin

Journal of Chemotherapy, 2008; vol 20, 2:

175-179

Laboratorio Nacional de Referencia de
Neumococos en Espafia. Instituto Carlos III.
Madrid. Espafa

Fenoll A, Robledo O, Tarragé D.
Departamento de Microbiologia. Facultad de
Medicina. Universidad Complutense. Madrid.
Espaia

Giménez MJ, Aguilar L.

Granadatos SL. Madrid. Espafia.

Granizo 1J.

Departamento Cientifico, Tedec Meiji
Farma, S.A. Madrid, Espafia.

Gimeno M, Coronel P.

Antimicrobial susceptibility of Haemophilus
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RESULTADOS

Recopilacion de articulos publicados
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Desde el descubrimiento de cefditoren por los doctores Kunio Atsumi, Kenji Sakagami,
Ken Nishihata, Takashi Yoshida y Shunzo Fukatsu en Meiji Seika en Japén y su
posterior sintesis en 1988 se han realizado un gran numero de estudios in vitro y

ensayos clinicos en Japon, Europa y EE.UU.

Los articulos recogidos en este capitulo, publicados entre 1996 y 2011, muestran el
amplio programa de estudios microbioldgicos realizado con cefditoren, de forma
comparativa con otros antibidticos utilizados en la comunidad, uno de los mas
extensos y continuados con datos generados en Espafia en las bacterias mas
prevalentes en la infeccidn respiratoria adquirida en la comunidad. La mayoria de
estos estudios han sido disefiados y desarrollados con posterioridad a su

comercializacién en Europa en 2004.
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1) FARMACOEPIDEMIOLOGIA DE LA RESISTENCIA

1.1 Actividad in vitro de cefditoren en la dinamica cambiante de

S. pneumoniae.

Con el fin de conocer la actividad intrinseca de cefditoren se han realizado varios
estudios en distintos paises, con muestras procedentes de diversas poblaciones,
antes y después de la introduccion de la PCV-7, y de forma comparativa a los
antibioticos cominmente utilizados en la comunidad (115-126). La mayoria de ellos
estudiaron la actividad intrinseca frente a cepas con distintos grados de sensibilidad a
penicilina y mostraron una elevada actividad intrinseca de cefditoren frente a cepas
sensibles a penicilina (CMIg de cefditoren < 0,03 — 0,06 pg/ml), frente a cepas con
sensibilidad intermedia a penicilina (CMIq de cefditoren 0,25 — 0,5 pg/ml) y frente a
cepas resistentes a penicilina (CMIg, de cefditoren 0,5 — 1 ug/ml). Los valores de
CMIgy de cefditoren frente a cepas con sensibilidad intermedia y resistente a
penicilina fueron inferiores (mayor actividad intrinseca) que los de los antibidticos
comparadores utilizados en los distintos estudios (amoxicilina, cefdinir, cefproxil,
cefuroxima, cefixima, ceftibuteno, cefpodoxima, eritromicina, claritromicina,
azitromicina....) (117-126). En la mayoria de estos estudios la CMIgq de cefditoren
frente a cepas con sensibilidad intermedia y resistente a penicilina fue una dilucién
menor que cefotaxima y, recientemente, en un estudio realizado en Rusia cefditoren
mostrd una actividad similar a la de otra cefalosporina de tercera generacion

parenteral, ceftriaxona (125).

Sin embargo, estos estudios centrados en la actividad intrinseca de cefditoren, no
proporcionan una visién global de como la sensibilidad a cefditoren ha podido ir
variando con el paso del tiempo dependiendo, como para otros B-lactamicos, de la

sensibilidad a la penicilina. Se ha observado que en paises, como Espana, donde se
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ha introducido la PCV-7, la prevalencia de no-sensibilidad a penicilina ha disminuido

en los ultimos 10 afios.

Comparando datos de distintos periodos de tiempo, antes y después de la
introduccion de la PCV-7, podemos analizar la evolucién de la actividad intrinseca de
cefditoren. El estudio epidemioldgico ARISE (Antimicrobial Resistance in Southern
Europe) realizado en Europa en la era pre - PCV-7 (2000 — 2001) incluyd un elevado
niumero de aislados de los serotipos 6, 9, 14 y 23 (incluidos en la PCV-7 vy
tradicionalmente ligados a resistencia) que mostraron CMIso/CMIyg para cefditoren de
< 0,03/0,5 pg/ml para aislados espanoles (126). En el ultimo estudio SAUCE
(Susceptibilidad a los Antibidticos Usados en la Comunidad en Espaia), realizado en
2006-2007 después de la introduccidon de la PCV-7, los valores de CMIso/CMIg para
cefditoren fueron de < 0,015/0,125 pg/ml (31). Esta disminucion en los valores de
CMIy, para cefditoren de cuatro veces desde 2000-2001 hasta 2006-2007, y que
podria continuar en los préximos anos debido a una mayor cobertura vacunal,
presenta implicaciones importantes en la cobertura farmacodinamica de cefditoren

frente a S. pneumoniae.

De forma simultanea a la disminucion en la prevalencia de los serotipos vacunales
PCV-7, han aumentado de forma significativa los serotipos no vacunales (22, 28)
ocupando el nicho dejado por los serotipos incluidos en la vacuna heptavalente.
Determinar la actividad in vitro de cefditoren frente a aislados distribuidos por
serotipos es mas interesante que hacerlo frente a colecciones no serotipadas de S.
pneumoniae. En el estudio de Fenoll et al la prevalencia de serotipos no vacunales
procedentes de aislados clinicos invasivos durante 2009 fue del 85,3% (127), siendo
el 80% de estos serotipos sensibles a la penicilina (CMIyy de cefditoren < 0,06
ug/ml), y el 20% no sensibles a penicilina, de los cuales el 53,6% pertenecian al

serotipo 19A; el 9,8% al serotipo 24F; el 7,0% al serotipo 35B; el 5,4% al serotipo
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6A; el 4,4% a los serotipos 11A, 15A y 23B y 11% a otros (127). La actividad
intrinseca de cefditoren frente a estos serotipos no vacunales y no sensibles a la
penicilina variaba en funcion del serotipo, con una CMIyy de 1 pg/ml para cepas
resistentes a penicilina y de 0,5 pg/ml para cepas con sensibilidad intermedia en el
serotipo 19A; de 0,5 pg/ml para el serotipo 11A; de 0,25 pg/ml para los serotipos
35B, 6A y 15A; de 0,12 pg/ml para el serotipo 24F y de 0,06 ug/ml para el serotipo
23B (127).

Segun un estudio reciente realizado en Espafia con aislados de cepas invasivas
procedentes de nifos, es preocupante la aparicion de resistencia a
penicilina/amoxicilina en determinados secuenciotipos del serotipo 19A. Quedaria por
explorar la actividad de cefditoren frente a los secuenciotipos no sensibles a la
penicilina, casi el 100% de los aislados, ST276, ST320, ST878, ST2013 y ST4461 que
muestran valores de CMI a penicilina de 0,5 pg/ml para los secuenciotipos ST4461 y
ST2013, de 1 pg/ml para los secuenciotipos ST878 y ST276, y de 4 jug/ml para el
ST320 (128). En otro estudio realizado en Rumania, nueve cepas secuenciotipo
ST321 (o el mas cercano con solo una o dos variaciones en el locus), con un nuevo
cluster en la PBP2X y un nuevo alelo murM, pertenecientes a los serotipos 23F o 19A,
son las cepas neumocdcicas mas resistentes a los B-lactdmicos descritas en la
literatura, siendo las CMIs de cefditoren de 4 a 8 ug/ml mientras que las CMIs de

penicilina, amoxicilina y cefuroxima estuvieron entre 16 a 64 ug/ml (129).

Ya que los valores de CMIgy de penicilina, mencionados anteriormente en el estudio
espanol, para los secuenciotipos del serotipo 19A son inferiores a los descritos para
las cepas rumanas (CMIgy de penicilina 0,5 — 4 pg/ml), se podria esperar una mayor
actividad intrinseca de cefditoren frente a estos secuenciotipos del 19A descritos en
Espana (128).
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En resumen, los estudios in vitro y estudios epidemioldgicos llevados a cabo en
diferentes paises con cefditoren muestran su elevada actividad intrinseca, superior a
la de otros B-lactamicos, la cual podria incrementarse a lo largo del tiempo a medida
que la no-sensibilidad a penicilina disminuya por la redistribucion de los serotipos
como consecuencia de la introduccidon de la PCV-7 y la ampliacion de la cobertura

vacunal.

La dinamica evolutiva de los serotipos y de los secuenciotipos dentro de cada
serotipo, debido a la naturaleza recombinogénica de los neumococos y a la seleccién
de los clones resistentes, plantea desafios a cefditoren y al resto de B-lactamicos,
que deberian evaluarse mediante continuos estudios epidemioldgicos de

susceptibilidad antibidtica de serotipos y de secuenciotipos.

1.2 Actividad in vitro de Cefditoren frente a H. influenzae.

Tanto los estudios recogidos en esta tesis como las distintas revisiones y estudios
epidemioldgicos realizados a nivel mundial han mostrado la elevada actividad in vitro
de cefditoren frente a todas las poblaciones de H. influenzae, con valores de CMlIg
generalmente < 0,03 pg/ml determinada por microdilucion siguiendo las
recomendaciones del CLSI (31, 115, 117, 119, 120, 130-134).

En todos estos estudios, realizados en cepas B-lactamasa negativa o positiva sin
mutaciones en el gen f&s], se han encontrado niveles elevados de sensibilidad para
amoxicilina/clavulanico y cefuroxima; sin embargo, cuando se consideraban cepas
con mutaciones en el gen ftsl, los valores de CMIg, fueron de 4-8 pg/ml para
amoxicilina/clavulanico y de 2-16 pug/ml para cefuroxima, a diferencia de los valores
de CMIy, de cefditoren que fueron < 0,06 pug/ml (117, 119, 130, 133) excepto en un
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estudio americano donde la CMIyg de cefditoren fue de < 0,25 pg/ml (134). El
numero de cepas BLNAR estudiadas en todos ellos fue menor de 25, excepto en uno
de los estudios que incluyd un nimero considerable de cepas BLNAR y BLPACR (130).
Este estudio, realizado en Espana durante 2005-2007, con muestras procedentes de
seis hospitales, utilizd criterios genotipicos/fenotipicos en 196 cepas con CMIs a
ampicilina > 1 pg/ml o a amoxicilina/clavulanico > 2/1 pg/ml donde se encontrd un
mayor indice de BLNAR y BLPACR. De las 196 cepas, 31 (15,8%) no presentaron
mutacion en el gen ftsl (10 p-lactamasa negativa / 21 B-lactamasa positiva) y 165
(84,2%) mostraron mutacion en el gen ftsI, 121 (73%) BLNAR y 44 (27%) BLPACR.
Los valores de CMIy, para las cepas BLNAR fueron de 4, 16 y 0,06 pg/ml para
amoxicilina/clavulanico, cefuroxima y cefditoren respectivamente, y de 8, 16, y 0,06
ug/ml para las cepas BLPACR respectivamente (130). Ademas, las cepas BLPACR

mostraban una relacion filogenética mas proxima que las cepas BLNAR (130).

Estos datos muestran un aumento en la prevalencia de los mecanismos de
resistencia no enzimaticos en H. influenzae y la necesidad de realizar estudios
epidemioldgicos, utilizando criterios fenotipicos/genotipicos, para mantener
actualizados los datos sobre sensibilidad a los antibidticos mas cominmente
utilizados. Los estudios realizados destacan el papel de cefditoren en el tratamiento
de las infecciones del tracto respiratorio adquiridas en la comunidad por H.
influenzae debido a su elevada actividad intrinseca, no influenciada por los genotipos

/fenotipos no sensibles a la ampicilina.

1.3 Actividad in vitro de Cefditoren frente a S. pyogenes.

La presion antibidtica cambiante ejercida, durante la Gltima década, ha modificado

los patrones de no-sensibilidad en S. pyogenes, por un lado con cambios en
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fenotipos de no-sensibilidad a macrdlidos, siendo la resistencia a los mismos
frecuente en algunas areas geograficas (135) y, por otro lado, ha conducido a la
aparicion y diseminacién de cepas con baja resistencia a fluoroquinolonas en Europa
y Norte América (89), sin embargo en todos los estudios realizados S. pyogenes

sigue siendo, de modo uniforme, sensible a los B-lactamicos.

En el estudio europeo realizado en 763 cepas de S. pyogenes recogidas durante un
afo (2005-2006) en Republica Checa, Eslovaquia, Hungria, Polonia, Rumania y
Paises Balticos, cefditoren mostré una elevada actividad intrinseca con un valor de
CMIgo < 0,03 pg/ml, inferior al resto de antibioticos utilizados como comparadores:
penicilina, ampicilina, cefotaxima, eritromicina, claritromicina y levofloxacino (135).
Frente a los macrdlidos utilizados como comparadores, eritromicina y claritromicina,
al igual que en otras publicaciones (85), los fenotipos de resistencia mas frecuentes
fueron el MLSg y el M (135), sin embargo, a diferencia de otros estudios no se
encontrd resistencia a quinolonas (89, 135). Estos resultados fueron similares a los
publicados con cefditoren en otros estudios europeos, con valores de CMIy que
fueron de < 0,03 - < 0,06 pg/ml (117, 119) inferiores también a los valores de CMI
de antibidticos p-lactdmicos utilizados como comparadores, que tuvieron unos
valores de 0,06 - 0.06 pg/ml para penicilina, de 0,06 - 0,12 pug/ml para amoxicilina,
de 0,12 - 0,12 pg/ml para cefpodoxima y cefuroxima, de 0,12 — 0,25 pg/ml para
cefixima, de 0,5-1 pg/ml para ceftibuteno y de 1-2 ug/ml para cefaclor (117, 119).

Dentro de los B-lactamicos, a los cuales S. pyogenes es uniformemente sensible, las
cefalosporinas orales con elevada actividad intrinseca frente a S. pyogenes y también
frente a cepas productoras de B-lactamasa de H. influenzae, como es el caso de
cefditoren, ofrecen la ventaja frente a la penicilina de contrarrestar la patogenicidad

indirecta de este gram-negativo (136, 137).
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2) FARMACODINAMIA

2.1 Como herramienta predictora de eficacia: Simulaciones

farmacodinamicas

Al relacionar de forma matematica el perfil farmacocinético de cefditoren, tras
administracién a voluntarios sanos de 400 mg en dosis Unica con comida, con el
rango de CMIs para los patdgenos diana, se alcanzaron unos valores de T> CMI de
~ 55% para CMI de 0,5 pug/ml, de ~ 68% para CMI de 0,25 pg/ml, de ~ 81% para
CMI de 0,12 pg/ml y de aproximadamente un 94% para CMIs de 0,06 pg/ml (114).
Sin embargo, como se ha comentado, los antibidticos in vivo interactian con las
bacterias de forma mas compleja que in vitro, debido a la presencia de proteinas
séricas que actian como interfase, esto es especialmente importante para cefditoren
que presenta un elevado porcentaje de unidn a proteinas plasmaticas (88%),
principalmente a la albimina (112). Como se ha descrito, H. influenzae y S.
pyogenes son uniformemente muy sensibles a cefditoren, con CMIg, < 0,06 pg/ml,
por tanto las investigaciones sobre el efecto que la unidn a proteinas tendra sobre la
actividad antibacteriana de cefditoren se han llevado a cabo utilizando distintas cepas
de S. pneumoniae, ya que frente a esta especie es donde cefditoren muestra un

mayor rango de valores de CMI.

Para evaluar como la unién a proteinas influye en la actividad de cefditoren, se han
realizado estudios experimentales, in vitro mediante un simulador e, in vivo mediante

un modelo animal.
Para estudiar in vitro el efecto que tiene la presencia de la albimina humana sobre la

actividad de cefditoren se ha utilizado un modelo computerizado de simulacion

farmacodinamica monocompartimental. El perfil sérico de cefditoren simulado ha sido
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el correspondiente a las concentraciones totales conseguidas durante 24h tras la
administracion de 400 mg bid, utilizando un medio que contenia un 75% suero
humano y un 25% de caldo con concentraciones fisioldgicas de albimina humana
en el medio de 4,9 g/dl (138). El porcentaje de unidén a proteinas de cefditoren
utilizado en el simulador fue del 87,1%, similar al descrito en la literatura en
voluntarios sanos (112). Se estudio la actividad antibacteriana a lo largo del tiempo
(24 horas) en 6 cepas de S. pneumoniae no sensibles a penicilina, con CMIs a
cefditoren de 0,25 y 0,5 ug/ml y un indculo inicial que fue de 2-6 x 107 ufc/ml (138).
A las 24h se consiguid una reduccion del 99,9% del indculo inicial (actividad
bactericida) para cepas con valores de CMI de 0,25 pg/ml (T>CMI=77,6%,
fT>CMI=23,7%) mientras que para cepas con CMI de 0,5 pg/ml la reduccién del
indculo inicial fue del 52,9% al 96,8% (T>CMI=61,6%, fT>CMI=1,7%) (138).

Para investigar los efectos de la union a proteinas in vivo en la farmacodinamia y
eficacia terapéutica de cefditoren se desarrolld un modelo de sepsis en raton (139).
Una caracteristica particular de cefditoren es que el porcentaje de unién a proteinas
es similar en ratones y humanos, lo que permite extrapolar la farmacodinamia, para
predecir eficacia terapéutica, de modelos animales en ratones a humanos. Se
utilizaron 3 aislados clinicos de S. pneumoniae con serotipos 6B, 19F, 23F, ya que
estos serotipos han sido identificados como factores independientes de mortalidad a
30 dias en bacteriemia en humanos (140). Adicionalmente estas tres cepas tenian
unas CMIs excepcionalmente altas a cefditoren: 1 pg/ml para el serotipo 6B, 2 pg/ml
para el serotipo 19F y 4 pg/ml para el serotipo 23F (139). Los ratones fueron
infectados via intraperitoneal, con un indculo de 107 ufc/ml, 1h antes de iniciar el
tratamiento antibidtico con cefditoren (139). Cefditoren fue administrado cada 8h,
hasta un total de 6 dosis, empleando dosis crecientes desde 6,25 mg/kg hasta 100
mg/kg vy los resultados fueron comparados frente al grupo control sin tratamiento

donde se produjo el 100% de mortalidad (139). Los animales fueron evaluados
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durante 7 dias registrandose la mortalidad. El porcentaje de unién a proteinas en el
suero del raton fue medido de forma experimental, siendo del 86,9%. Se determind
la fraccion total T>CMI vy libre M>CMI de cefditoren asociadas a la supervivencia.
Valores de T>CMI de ~ 35% para farmaco total y de M >CMI ~ 19% para la
fraccion libre, se correlacionaron con supervivencia del 100% de los animales
infectados por cepas con CMIs de 1 y 2 pg/ml (139). Sin embargo en animales
infectados con cepas con una CMI de 4 pug/ml y tratados con la dosis mas alta
ensayada (100 mg/kg) se obtuvo un indice de supervivencia del 60% para T> CMI
de ~ 27% de farmaco total y de T>CMI de ~ 16% para la fraccién libre (139).

De acuerdo con los resultados obtenidos en estos estudios, tanto en la simulacion
farmacodinamica computerizada como en el modelo animal de sepsis, para evaluar el
efecto de la union a proteinas en la actividad de cefditoren, limitar la actividad
antibacteriana a la fraccidon libre de farmaco esta lejos de la realidad, ya que la
actividad antibacteriana encontrada en nuestros estudios es superior a la que podria
predecirse en base a la fraccion libre en ambos casos, in vitro e in vivo. En este
sentido, en el modelo animal para T>CMI de ~ 35% de farmaco total y de /T>CMI
~ 19% para la fraccion libre, se consiguié un indice de supervivencia del 100% en
animales infectados con cepas con CMI 1-2ug/ml a cefditoren (139), valor para la
fraccidn libre similar al obtenido en la simulacién in vitro y que se correlacionaba con
una reduccién > 99% del indculo inicial de aislados clinicos con CMI de 0,25 pg/ml
(138).

Para los B-lactdmicos se acepta que valores de T> CMI del 40% se correlacionan
bien con éxito terapéutico en humanos (141, 142) y valores del 33% con actividad
bacteriostatica (143), concepto ligado a la definicion de categoria sensible de la FDA
y CLSI (definida como inhibicién probable del patdgeno, con los niveles alcanzables

después de la administracion de la dosis recomendada) (53, 144). Estos dos valores
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porcentuales se aplicaron en una simulacion de Montecarlo realizada con
concentraciones de cefditoren totales y de farmaco libre extrapolado, determinadas
en estudios en Fase I (114), para un rango de CMIs entre 0,015 y 1 pg/ml (145).
Considerando el T>CMI del 33% (objetivo bacteriostatico) como objetivo (el valor
aproximado de farmaco total ligado al 100% de supervivencia en el modelo animal
en sepsis) valores de CMI de hasta 0,5 pg/ml eran cubiertos por cefditoren (145) y
al considerar la fraccién libre fT>CMI del 33% (valor superior al requerido en el
modelo animal para alcanzar 100% de supervivencia y en la simulacion
farmacodinamica para reducir en mas del 99,9% la carga bacteriana) cepas con
valores de CMI de hasta 0,25 pg/ml eran cubiertas (145). Sin embargo, si en la
simulacion de Montecarlo se consideraba el valor tedrico clasicamente aceptado de
fT>CMI del 40% de la fraccion libre, entonces cefditoren cubria cepas con valores de
CMI de hasta 0,12 pg/ml (145).

De acuerdo con todos estos datos, el punto de corte de sensibilidad para cefditoren
deberia estar entre < 0,12 pg/ml y < 0,5 pg/ml. Este Ultimo valor de 0,5 pg/ml ha
sido propuesto por varios autores considerando la farmacocinética de cefditoren y
que los valores CMIg, de cefditoren son inferiores a los de cefalosporinas
parenterales de tercera generacion (146-148) y de hecho, fue el punto de corte
aprobado en el registro europeo en el afio 2004 (Espafa, Italia, Grecia, Portugal y

Luxemburgo), y que figura en la ficha técnica (sensibilidad < 0,5 pg/ml) (149).

Incluso considerando el punto de corte mas restrictivo para cefditoren < 0,12 pg/ml,
y que figura en la ficha técnica americana autorizada por la FDA en el afio 2001, el
100% de los aislados de S. pyogenes, casi el 100% de los aislados de H. influenzae
y aproximadamente el 95% de las cepas de S. pneumoniae, recogidos durante el

ultimo estudio epidemioldgico SAUCE, serian sensibles a cefditoren (31).
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2.2 Como herramienta para contrarrestar la resistencia.

Optimizar la terapia no solo implica mejores resultados terapéuticos, también
significa disminuir el riesgo de que aparezca resistencia durante el tratamiento, tanto
en el patdgeno como en flora normal. Mientras que el resultado terapéutico es un
tema individual, la aparicion de resistencia y su posterior difusién tendra efectos

ecoldgicos en toda la poblacién.

El impacto que tendran los distintos regimenes de dosificacion de antibidticos en el
desarrollo de resistencias no ha sido una prioridad en la fase de desarrollo de los
farmacos, con la mayoria de los indices PK/PD centrados en la eficacia microbioldgica
y los subsiguientes resultados clinicos (109). Estudios que investiguen la capacidad
de los antibidticos para hacer frente a la seleccién de resistencia, principalmente
dentro de la microbiota bacteriana presente en el tracto de la nasofaringe, son
importantes ya que es donde aparecen las resistencias y desde donde

posteriormente esos microorganismos seran seleccionados y diseminados.

En la orofaringe existe un intrincado equilibrio entre los patdgenos adaptados al ser
humano (S. pyogenes, S. pneumoniae y H. influenzae) y el resto de flora
nasofaringea (150). De acuerdo con diferentes estudios, el porcentaje de portadores
de S. pyogenes en garganta en ninos en edad escolar es del 15-20%, en los
periodos estacionales de mayor prevalencia (71, 72), los portadores de S&.
pneumoniae van del 10 - 40% dependiendo de la edad (151) y hasta el 80% de los
individuos sanos son portadores del H. influenzae (152), con mlultiples cepas en el
50% de los casos positivos (153) y un elevado indice de rotacion de las cepas (154).
Esta es la base que los antibidticos pueden alterar mediante la seleccion de

poblaciones especificas resistentes que ya existian previamente pero en pequeio
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numero, en ausencia de la presidén antibidtica, debido al “coste evolutivo” de la

resistencia.

Los diferentes estudios realizados han puesto de manifiesto la capacidad de
cefditoren para hacer frente a la seleccion de resistencias mostrando diferencias

entre los datos disponibles para cefditoren y para otros antibidticos.

2.2.1 Dentro de la misma cepa

Un estudio reciente realizado in vitro por Takahata S et al, puso de manifiesto que el
mecanismo de transferencia in vitro del gen fts/ implicaba una transformacién

clasica (155), H. influenzae es capaz, de forma natural, de tomar ADN del entorno.

Para investigar la capacidad de cefditoren para contrarrestar la difusion intra-cepa de
la resistencia ligada a la mutacion del gen fts/ se ha llevado a cabo una simulacion
computerizada bicompartimental de forma comparativa con amoxicilina/clavulanico.
Durante 24h se simularon concentraciones libres de 400 mg bid de cefditoren frente
a 875/125 mg tid de amoxicilina/clavulanico. La mezcla de cepas salvajes y de
subpoblaciones recombinadas se consiguid permitiendo la transformacién mediante
3h de incubacién de ADN extraido de una cepa BLNAR (6 BPLACR) con el aislado de
cepas salvajes (cepa receptora). Esta mezcla (inéculo inicial 107 ufc/ml) se introdujo
en el simulador y se midieron las poblaciones totales y recombinadas derivadas de la
difusion intra-cepa del gen ftsl en cepas de H. influenzae B-lactamasa positiva y B-
lactamasa negativa (156). En simulaciones sin antibidtico, las subpoblaciones
recombinadas de cepas B-lactamasa negativa aumentaron a lo largo del tiempo
mostrando una buena capacidad de adaptacion (buen “fitness”), sin embargo, estas

subpoblaciones recombinadas no aumentaron en presencia de concentraciones
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fisioldgicas de la fraccion libre de amoxicilina/clavulanico, o fueron muy pequefas o
indetectables a las 24h, (/T>CMI del 30,7% para la poblacion recombinada) lo que
sugiere que la mutacion en el gen f&sI no ofrece ninguna ventaja competitiva (156).
En el caso de la cepa de H. influenzae B-lactamasa positiva en simulaciones sin
antibidtico, la subpoblacidon recombinada no aumento o incluso disminuyd, pero en
simulaciones con amoxicilina/clavulanico esta subpoblacion paso del 0,00095% a las
Oh hasta el 6% o al 32% a las 24h en simulacion con ADN de cepas BLNAR y
BLPACR respectivamente (fT>CMI de 0% para las poblaciones recombinadas) (156).
Por tanto, la acumulacion de los dos determinantes de resistencia, mutacion en el
gen ftsl y produccién de B-lactamasa en la poblacién recombinada, ofrecié una
ventaja competitiva en presencia de amoxicilina/clavulanico. Por el contrario, en las
simulaciones con cefditoren utilizando concentraciones fisioldgicas de farmaco libre
no se encontraron poblaciones recombinadas a las 24h, con valores altos de T>CMI,

(>83%), frente a las cepas donantes o receptoras (156).

Desde la perspectiva farmacodinamica este modelo in vitro demuestra que son
necesarios valores T>CMI de la fraccién libre de antibidtico superiores a los
clasicamente considerados para la prediccion de la respuesta bacterioldgica, si
queremos contrarrestar la difusion intra-cepa del gen f#sl, ya que deben cubrir

cualquier posible subpoblacién recombinada (156).

Antibioticos como cefditoren con elevada actividad intrinseca frente a H. influenzae,
con independencia de su genotipo de resistencia, muestran potencial para hacer
frente a las subpoblaciones recombinantes, al limitar la difusion intra-cepa con la

consecuente ventaja epidemioldgica.
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2.2.2 Nichos multibacterianos de la misma especie

Una vez que aparecen cepas con diferentes determinantes de resistencia, los
antibioticos pueden alterar la dinamica bacteriana seleccionando determinadas cepas.
Mediante simulacidn computerizada bicompartimental se estudid la influencia de los
distintos determinantes de resistencia en el crecimiento competitivo de H. influenzae
(157) y de S. pneumoniae (158), tanto en ausencia como en presencia de

antibioticos

« Nicho multibacteriano de H. influenzae

En el modelo de simulacidon bicompartimental se estudié la capacidad de cefditoren
frente a amoxicilina/clavulanico y cefuroxima para hacer frente a la seleccion de
cepas resistentes de H. influenzae con mutaciones en el gen 7sl en un nicho
multicepa, utilizando un indculo inicial 4 x 10° ufc/ml, compuesto por cuatro cepas, 1
B-lactamasa negativa, 1 B-lactamasa positiva, 1 BLNAR y 1 BLPACR en proporcién
1:1:1:1 (157). Se simularon concentraciones antibidticas de la fraccion libre
resultante de administrar 400 mg bid de cefditoren, 875/125 mg tid

amoxicilina/clavulanico y 500 mg bid cefuroxima (157).

En las simulaciones sin antibidticos la frecuencia de la cepa BLPACR portadora de
ambos determinantes de resistencia (mutacién gen ftsl y produccidon B-lactamasa)
era de solamente un 1% a las 24 h a diferencia de la frecuencia de cepas sin
determinantes de resistencia que era del 90% (cepa B-lactamasa negativa) (157).
Como ocurria en el estudio realizado en subpoblaciones intra-cepa (156), estos
resultados demuestran que la acumulacién de resistencia, enzimatica y no enzimatica,

tiene una influencia negativa en el “fitness” bacteriano en ausencia de antibidticos.
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En presencia de antibidticos la cepa BLPACR era la predominante a las 24h. La
actividad de cefditoren fue significativamente superior a la de los dos comparadores
estudiados, principalmente debido a las diferencias obtenidas en la reduccién de
poblaciones BLNAR y BLPACR (157). Estas diferencias se asociaron con fT>CMI<
20% para amoxicilina/clavulanico y 0% para cefuroxima frente a cepas BLNAR vy
BLPACR, mientras que los valores de cefditoren fueron fT>CMI> 67% frente a todas
las cepas (157). Estos resultados sugieren que los tratamientos antibidticos
desenmascaran poblaciones con determinantes de resistencia especificos en una
magnitud que depende de su capacidad para reducir el indculo y de los valores de
los parametros farmacodinamicos frente a las diferentes cepas presentes en el

inoculo mixto.

En este modelo de simulacién antibidticos como cefditoren, cuya CMI no varia por la
presencia de B-lactamasas ni por la presencia de mutaciones en el gen 7sl (157),
son Utiles para contrarrestar la seleccion de cepas resistentes en nichos

multibacterianos.

* Nicho multibacteriano de S. pneumoniae

En el caso de S. pneumoniae se simuld mediante un modelo computerizado
bicompartimental, un nicho multicepa de 4 cepas con distintos genotipos de
resistencia: serotipo 19A (tet M), serotipo 4 (pbpla, gyrA y parC), serotipo 19F
(pbpla, pbp2x y ermB) y serotipo 23F (pbpla, pbp2x, pbp2b-10 cambios
mutacionales y CAT) (158). El indculo inicial fue de 4-8x10° pfc/ml con una
distribucién entre las cepas de 1:1:1:1. Durante 24h se simularon concentraciones de
farmaco libre, correspondientes a la administracion de 400 mg bid de cefditoren, 500

mg bid de cefuroxima, 400 mg de cefixima od, 500 mg bid de cefaclor y 875 mg bid
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de amoxicilina (158). Antes y después de la simulacién se analizo el perfil de la

poblacién usando placas con diferentes concentraciones de amoxicilina (158).

En las simulaciones sin antibiotico, el peor resultado de supervivencia correspondié a
la cepa portadora de multiples rasgos de resistencia serotipo 23F que desaparecio a
las 10h, mientras que la mayoria de la poblacién final correspondia al serotipo 4 con
poblaciones marginales de los serotipos 19A y 19F. Al igual que para H. influenzae,
en ausencia de presion antibidtica, la acumulacion de determinantes genéticos de
resistencia tiene un alto coste evolutivo en términos de supervivencia, influyendo en

el crecimiento competitivo de las cepas de la misma especie.

En las simulaciones en presencia de antibidtico, todas las cepas sensibles a
penicilina/amoxicilina fueron erradicadas, serotipos 19A y 4; T>CMI>43%, mientras
que las otras dos cepas resistentes a la amoxicilina mostraron diferentes evoluciones
en funcion del antibidtico usado:

a) Cefditoren disminuyd > 2logye del indculo mixto inicial (T>CMI>45%) a las 12-
24h. Las poblaciones supervivientes crecieron en las placas con una concentracion >
4ug/ml de amoxicilina.

b) Las otras cefalosporinas orales no produjeron ninguna reduccién en el indculo
inicial a las 12-24h (T>CMI=0%) con subpoblaciones menores creciendo en las
placas con concentracion > 4ug/ml de amoxicilina.

c) La amoxicilina disminuyd un 2,6 log;y del indéculo inicial a las 12h
(T>CMI=47,5%), a las 24 h se produjo un incremento de 1,1 logio sobre el indculo
inicial con una poblacidn significativa creciendo en las placas con una concentracion

> 4pug/ml de amoxicilina (158).

Este estudio demuestra que una actividad antibidtica uniforme frente a distintas

cepas de S. pneumoniae, como ya vimos en H. influenzae, limita la posible seleccién
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de poblaciones resistentes (158). En el caso de S. pneumoniae donde la resistencia
o disminucion de sensibilidad a amoxicilina es un problema dentro de las cepas
resistentes a la penicilina, es necesario disponer de antibidticos con la menor

capacidad de seleccionar poblaciones resistentes.

2.2.3 Nichos multibacterianos de distintas especies.

Mediante simulacion computerizada bicompartimental, el estudio experimental
realizado utilizd un indculo mixto 1:1:1:1 de 4x10° ufc/ml compuesto por .
pyogenes, S. pneumoniae resistente a penicilina, H. influenzae B-lactamasa positivo y
H. influenzae BLPACR (159).

En condiciones sin antibidtico, a las 24h, el 96,3% de la poblacion correspondia a S.
pyogenes, el 3,2% a H. influenzae B-lactamasa positiva y 0,5% a S. pneumoniae,
siendo indetectable la cepa BLPACR (159).

En las simulaciones en presencia de antibidticos la situacion era diferente. El indculo
mixto inicial fue expuesto a las concentraciones libres de los distintos antibidticos
utilizados: cefditoren 400 mg bid, amoxicilina 875 mg tid y amoxicilina/clavulanico
875/125 mg tid (159). En simulaciones con amoxicilina la produccién de B-lactamasa
por las cepas de H. influenzae impidid la erradicacion de cepas estreptocdcicas (.
pyogenes 'y S. pneumoniae) mediante la degradacion de amoxicilina, disminuyendo
fT>CMI desde un 100% en simulaciones sin bacterias a un 25% en simulaciones
con indculo mixto para S. pyogenesy desde un 43% a un 18% para S. pneumoniae
(159). La presencia del acido clavulanico en las simulaciones con

amoxicilina/clavulanico descartdé la patogenicidad indirecta del H. influenzae
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(ausencia de erradicacion de S. pyogenes) al proteger la degradacién de la
amoxicilina y S. pyogenes fue erradicado (/T>MIC del 100% en las simulaciones del
indculo mixto) (159). Sin embargo, S. pneumoniae y H. influenzae B-lactamasa
positivo fueron seleccionados independientemente de su sensibilidad a
amoxicilina/clavulanico (CMI = 2/1 pg/ml en ambos casos). Esto podria estar
asociado a una disminucién en el valor T>CMI de amoxicilina desde =~ 41% en
simulaciones libres de bacterias a un 33% en simulaciones con indculo mixto debido
a la degradacién parcial de amoxicilina por las B-lactamasas producidas por la cepa
BLPACR (resistente a amoxicilina/clavulanico) (159), no siendo la concentracion de
acido clavulanico capaz de contrarrestar completamente la produccion de B-
lactamasas. En el caso de cefditoren, tanto las dos cepas de H. /influenzae como la de
S. pyogenes fueron erradicadas (/T>CMI>58%) y para S. pneumoniae se produjo
una reduccién de 2logio (/T>CMI de = 26%) (159).

Segun los resultados de este estudio, el contrarrestar la co-patogenicidad parece ser
gradual ya que los inhibidores de B-lactamasa, caso del acido clavulanico, pudieron
contrarrestarla en cepas sensibles, como en el caso de S. pyogenes, pero no
pudieron hacerlo en S. pneumoniae, mucho menos sensible y por tanto, fue
seleccionado. Esto sugiere que, al menos in-vitro, cefditoren que es resistente a la
accién de B-lactamasas producidas por cepas con y sin mutaciones en el gen ftsl

ofrece la ventaja de contrarrestar la co-patogenicidad.
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CONCLUSIONES
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MICROBIOLOGICAS:

1- Cefditoren ha mostrado una elevada actividad intrinseca frente a los aislamientos
mas prevalentes en la infeccidn respiratoria en la comunidad, con valores de CMIgy
para S. pyogenes <0,03 ug/ml, para H. influenzae <0,06 pg/ml y para S.

pneumoniae <0,5 pg/ml

2- En relacion con los genotipos/fenotipos de resistencia emergentes, poco
frecuentes durante el desarrollo clinico, cefditoren ha mostrado unos valores de
CMIg <0,06 pg/ml frente a aislados de H. Influenzae BLNAR o BLPACR, de 0,25 a 0,5
Hg/ml frente a aislados de S. pneumoniae con resistencia intermedia a la penicilina y

de 0,5 a 1 pg/ml frente a los resistentes a penicilina.

FARMACODINAMICAS

3- En la simulacion farmacodindmica realizada utilizando un modelo
monocompartimental y un medio con concentraciones fisioldgicas de albumina
humana, cefditoren mostrd actividad bactericida frente a cepas de S. pneumoniae
con CMI de 0,25 pg/ml con unos valores de T>CMI del 77,6% con farmaco total y
del 23,7% para la fraccién libre y frente a cepas con una CMI de 0,5 pg/ml, la
actividad bactericida se consiguid con unos valores de T>CMI del 61,6% con farmaco
total y del 1,7% con la fraccién libre. Desde una perspectiva farmacodinamica la
presencia de concentraciones fisiolégicas de albimina no impide la actividad de

cefditoren, a pesar de su elevada unién a proteinas plasmaticas.
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4 — En el modelo animal de sepsis utilizando aislados resistentes a la penicilina, los
valores alcanzados con cefditoren de T>CMI del 35% con farmaco total y del 19%

con la fraccion libre se asociaron con el 100% de supervivencia

5 — A pesar de la elevada union a proteinas plasmaticas de cefditoren, un 88%, los
resultados sugieren que la actividad antibacteriana es superior a la que

corresponderia a la fraccion libre de antibidtico.

SOBRE ECOLOGIA

6 - Cefditoren ha mostrado su capacidad para contrarrestar la difusion intra cepa de
gen ftsl en H. influenzae, debido a su elevada actividad intrinseca  con

independencia del genotipo de resistencia.

7 — En nichos multibacterianos de S. pneumoniae con distintos genotipos de
resistencia, cefditoren fue el B-lactdmico con la menor capacidad de seleccion de

cepas resistentes.

8 — En nichos multibacterianos de H. influenzae con distintos genotipos de resistencia,
cefditoren fue el B-lactdmico con la menor capacidad de seleccion de cepas

resistentes.

9 — En nichos multibacterianos de diferentes especies (S. pneumoniae, H. influenzae
y S. pyogenes) simulando la nasofaringe, cefditoren, por ser resistente a la accion
de las B-lactamasas, presentd una actividad antibacteriana no influida por el

patdgeno indirecto (co-patogenicidad) a diferencia de la amoxicilina.
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10 - Los estudios recogidos en esta tesis muestran que con una red de
investigadores adecuada pueden realizarse en nuestro pais estudios de
susceptibilidad, farmacodinamia y ecologia que, mas alla de los exigidos por las
Autoridades Reguladoras, proporcionan datos sobre los distintos aspectos de la
actividad de un antibidtico, apuntando la investigacion que seria deseable realizar

con nuevos antibidticos antes de su comercializacion y durante la misma.
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