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RESUMEN (en espaiiol)

La lucha frente a las enfermedades infecciosas tuvo un punto de inflexidon con
el descubrimiento de los antibidticos. A partir de ese momento la balanza se
decanté a nuestro favor, mejorando el pronéstico de muchas enfermedades
que, hasta ese momento, eran mortales. Sin embargo, muy poco tiempo
después se detectaron bacterias resistentes a los antibiéticos, comenzando una
nueva batalla. A cada nueva resistencia bacteriana oponiamos una nueva
familia de antibidticos, con mas espectro y mas actividad, hasta que las
bacterias se han hecho multirresistentes, llegando en algunos casos a ser
resistes a todos los antibiéticos, las temidas panresistentes.

Si en el afio 2009 la mitad de los médicos de las UCls espafolas afirmaban
haber tratado alguna bacteria extremadamente resistente, hoy en dia, es raro
encontrar algun médico que no se haya encontrado alguna vez con una de
ellas. Pero aun, a partir de 2016 se han comunicado en muchos paises (Grecia,
EEUU, Argentina, Brasil, y un largo etcétera) cepas de bacilos gramnegativos
resistentes a todos los antibidticos.

En esta nueva situacion que vivimos tenemos dos retos importantes, mantener
la eficacia de los tratamientos antibiéticos y, al mismo tiempo, controlar la
aparicion de estas bacterias panresistentes.

El conocimiento de la relacién PK/PD (farmacocinética/farmacodinamica) es
basico para la optimizacion de las terapias antimicrobianas. Globalmente en los
trabajos realizados que forman parte de esta Tesis doctoral, se exploran
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estrategias de dosificacion y combinaciones novedosas de antimicrobianos que
nos permiten optimizar su empleo, consiguiendo el doble objetivo remarcado, la
eficacia clinica y la prevencion de las resistencias.

En estos trabajos presentamos datos in vitro de modelos estaticos que exploran
la eficacia de combinaciones de antibidticos entre si y con etanol en el
tratamiento de infecciones relacionadas con catéter, uno de los grandes
caballos de batalla del intervencionsmo actual, demostrando que algunas de
estas estrategias son capaces de erradicar por completo la infeccion,
impidiendo la recolonizacion del catéter una vez suspendido el tratamiento
antimicrobiano. Presentamos también una combinacién novedosa de distintos
antibioticos frente a cepas de Acinetobacter baumannii multirresistente,
explorada en un modelo in vitro dinamico, que simula las condiciones en
humanos del tratamiento de una bacteriemia y, finalmente, una correlacién in
vitro/in vivo de los datos de actividad frente a cocos grampositivos de
combinaciones con fosfomicina, un antibiético de origen espafiol e
infrautilizado, pero de una enorme eficacia cuando se emplea adecuadamente,
lo que nos permite confirmar la hipotesis de nuestra Tesis doctoral; que el
conocimiento de las caracteristicas PK/PD derivadas de modelos in vitro se

relaciona con una mejoria del tratamiento antimicrobiano en el paciente.

RESUMEN (en Inglés)

The fight against infectious diseases had a turning point with the discovery of
antibiotics. From that moment the balance was decided in our favor, improving
the prognosis of many diseases that, until then, were fatal. However, very soon
after, bacteria resistant to antibiotics were detected, starting a new battle. At
each new bacterial resistance we opiate a new family of antibiotics, with more
spectrum and more activity, until the bacteria have become multiresistant,
reaching in some cases to be resistant to all the antibiotics, the dreaded pan-
resistant ones.

If in 2009 half of the doctors in Spanish ICUs said they had treated some
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extremely resistant bacteria, nowadays, it is rare to find a doctor who has never
met one of them. But still, as of 2016, strains of gram-negative bacilli resistant to
all antibiotics have been reported in many countries (Greece, the US, Argentina,
Brazil, and a long etc).

In this new situation we live, we have two important challenges: maintaining the
efficacy of antibiotic treatments and, at the same time, controlling the
appearance of these pan-resistant bacteria.

The knowledge of the PK / PD relationship (pharmacokinetics /
pharmacodynamics) is basic for the optimization of antimicrobial therapies.
Globally, in the works that are part of this doctoral thesis, dosing strategies and
novel combinations of antimicrobials are explored that allow us to optimize their
use, achieving the double objective highlighted, the clinical efficacy and the

prevention of resistances.

In these works we present in vitro data of static models that explore the efficacy
of combinations of antibiotics with each other and with ethanol in the treatment
of catheter-related infections, one of the great workhorses of the current
intervention, demonstrating that some of these strategies are able to completely
eradicate the infection, preventing recolonization of the catheter once the
antimicrobial treatment has been suspended. We also present a novel
combination of different antibiotics against strains of multiresistant
Acinetobacter baumannii, explored in a dynamic in vitro model, which simulates
the conditions in humans of the treatment of a bacteremia and, finally, an in vitro
/ in vivo correlation of the data of activity against gram-positive cocci of
combinations with fosfomycin, an antibiotic of Spanish origin and underused,
but of enormous effectiveness when properly used, which allows us to confirm
the hypothesis of our doctoral thesis; that the knowledge of the PK / PD
characteristics derived from in vitro models is related to an improvement of the

antimicrobial treatment in the patient.
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1.1 Conceptos generales de Farmacocinética y farmacodinamica

La forma mas adecuada de optimizar la antibioterapia y prevenir futuras
resistencias, consiste en seleccionar terapias con la mayor eficacia posible y que,
al mismo tiempo, tengan los menos efectos secundarios posible, para lo que nos
basamos en la informacion obtenida mediante estudios realizados la mayor parte
de las veces en modelos in vitro, o en modelos animales. Esta extrapolacion de
resultados plantea una cuestion que no esta todavia resuelta, ;como mejorar la
prediccion de la eficacia de un antibiético en base a la informacién dada por

ensayos clinicos usando modelos animales in vitro y/o in vivo?

Hace anos que los modelos basados en el estudio de la farmacocinética y la
farmacodinamica (PK/PD) se han convertido en la llave para encontrar y desarrollar
nuevos medicamentos o mejorar los ya existentes, pero la informacién aportada por
estos modelos no es considerada relevante por todos los clinicos. El resultado es
que, en la practica cotidiana, se usan antibidticos registrados hace cinco o seis
décadas de los que se dispone de nuevos datos basados en este tipo de estudios
PK/PD, pero cuya informacion no se ha trasladado a la clinica, lo que se traduce en
usos en indicaciones actualmente injustificadas, y/o empleo de dosis que no son
adecuadas, que generan riesgo para los pacientes y contribuye a generar
resistencias en los microorganismos, como quedo reflejado en 2014 en una
conferencia de la Sociedad Europea de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica (Muller, 2015).



Ademas, las formulaciones de muchos antibiéticos han ido cambiando a lo largo de
los afos, pero este cambio no se ha acompafiado de modificaciones en la
informacion del producto, lo que contribuye aun mas a los riesgos comentados
anteriormente.

Por otro lado, con respecto a los nuevos medicamentos, durante la fase de
desarrollo, la eleccion de la dosis de un nuevo antibidtico se hace integrando la
dosis maxima eficaz del mismo, obtenida de datos de modelos in vitro, con la dosis
maxima segura en el ser humano, obtenida de datos de ensayos con voluntarios
sanos y enfermos oligosintomaticos, que poco tienen que ver con pacientes

criticamente enfermos.

Es por ello que el conocimiento de la relacién PK/PD es basica para predecir la
respuesta de dosis determinadas de antibidticos frente a microorganismos
concretos, lo que se traducira en la eleccion de las dosis que optimizaran los
resultados clinicos y microbioldgicos, esto es; maximizar la eficacia, disminuir los
efectos secundarios, y minimizar la aparicion de variantes de resistencia que, sin

duda alguna, es el verdadero caballo de batalla de la infectologia actual.

En las décadas de los 40 y 50 del pasado siglo, el doctor Harry Eagle ya establecio
conceptos clave en este campo y se le considera el padre del concepto PK/PD.
Mediante experimentos desarrollados en roedores, Eagle identifico patrones tiempo
dependientes en la actividad bactericida de la penicilina, y también describié cémo
las bacterias se recuperaban del “efecto tdéxico” de la penicilina sobre ellas.

Posteriormente trasladd las implicaciones que tenian estas observaciones al



tratamiento en humanos. Por sus investigaciones en 1987 recibié la medalla
nacional de la ciencia de Estados Unidos.

Con posterioridad, entre los afios 70 y 90 del siglo XX, los conceptos basados en
PK/PD fueron redescubiertos y aumentados de forma exponencial por el doctor
William Craig en experimentos también con roedores.

Hoy en dia las informaciones de estas investigaciones se usan, practicamente, en
todas las clases de familias de antimicrobianos. Son usadas en el desarrollo de
moléculas, para el calculo de dosis e intervalos de administracion, para determinar
los puntos de corte de susceptibilidad y, para evaluar el concepto de resistencia a
antibidticos. En la actualidad, los procedimientos de registro de antibidticos han
mejorado mucho habiéndose publicado numerosas guias de practica clinica por las
autoridades sanitarias americanas y europeas. Estas guias incluyen
recomendaciones sobre las dosis de antibidticos basandose en la relacion PK/PD,
lo cual provee una forma de trabajo universal sobre relacion exposicion-respuesta,

permitiendo la medicion de la eficacia, toxicidad y aparicidon de resistencias

De una forma muy resumida podriamos decir que la farmacocinética describe la
relacion entre la dosis administrada y los cambios en la concentracion de un
medicamento en el cuerpo durante un periodo de tiempo y, por tanto, en el lugar
esperado de accion. Estudia el curso temporal de las concentraciones y cantidades
de los farmacos, y de sus metabolitos, en los liquidos bioldgicos, tejidos y excretas,
asi como su relacion con la respuesta farmacoldgica, y construye modelos
adecuados para interpretar estos datos. La farmacocinética clinica se marca como

objetivo alcanzar y mantener la concentracion plasmatica necesaria para conseguir



el efecto terapéutico sin llegar a producir efectos toxicos. Por el contrario, la
farmacodinamica, hace menciéon de la relacion entre la concentracion del
medicamento y su efecto farmacoldgico en el 6rgano diana. De una forma simple
se podria decir que la farmacocinética es lo que el cuerpo hace con el medicamento
y, por el contrario, la farmacodinamica lo que el medicamento hace al cuerpo.

Por lo tanto, definimos la relacion PK/PD a la dosis-efecto del medicamento, que
realmente es lo que queremos mejorar para nuestro resultado final, que seria la
erradicacion de la infeccion.

Para que un farmaco produzca efectos terapéuticos o téxicos debe alcanzar un
intervalo preciso de concentraciones en la biofase, es decir, el medio en el que
interactua con sus receptores. Por debajo de este intervalo no se observara ningun
efecto farmacoldgico o éste sera sub-terapéutico; por encima, el efecto puede ser

excesivo, o es posible que aparezcan efectos no deseados.

La concentracion de un farmaco que se alcanza en su lugar de accion es la

consecuencia de los siguientes procesos:

e Absorcién, es decir, la entrada del farmaco en el organismo que incluye los
procesos de liberacion de su forma farmacéutica, disolucién y absorcion
propiamente dicha.

e Distribucion del farmaco para que llegue del lugar de absorcion a la
circulaciéon sistémica y desde ella hasta los tejidos. Para que el farmaco
alcance, desde su lugar de absorcion, su lugar de accion debe atravesar

diversas membranas para llegar a la sangre y, para pasar de ésta al liquido



intersticial y, en su caso, al interior de las células o incluso estructuras
intracelulares. Este paso depende de la fijacion del farmaco a las proteinas
del plasma, ya que solo el farmaco libre se difunde libremente a los tejidos.
¢ Eliminacion del farmaco, sea por metabolismo principalmente hepatico, o por
excrecion del farmaco inalterado por la orina, bilis, etc. En algunos casos,
este metabolismo puede producir metabolitos activos cuya presencia

también debera tenerse en cuenta.

La intensidad de estos tres procesos, explicada en la Figura 1, varia con el tiempo;
por este motivo, la cantidad del farmaco que hay en el organismo no permanece

estatica, sino que varia con el tiempo.
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TERAPEUTICA SILI(()) I:E))ESAECAcl;)IgN
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BIOTRANSFORMACION

Figura 1. Principios fundamentales de la farmacocinética.
Existen parametros que son muy relevantes para la estimacion de la
farmacocinética de los medicamentos, algunos de ellos intentaremos explicarlos

brevemente a continuacion:



1.1.1 El volumen de distribuciéon (Vd).

El volumen de distribucion no corresponde con un “volumen real”. Es un niumero
que relaciona la concentracion de farmaco en plasma con la cantidad total de
farmaco

en el organismo. Por eso, se le denomina “volumen aparente de distribucion”.

Vd (L) = cantidad de farmaco en el organismo (mg) / concentracion plasmatica de

farmaco (mg/L)

El Vd esta directamente relacionado con la distribucion del farmaco a los tejidos,
cuanto mayor es el valor de Vd, mayor distribucién del farmaco a los tejidos, y
viceversa.

Esto se explica porque el Vd esta condicionado, por un lado, por la union a las
proteinas plasmaticas, y por otro lado a la union a componentes tisulares; asi, si un
farmaco se une mucho a la albumina sérica, su Vd sera pequeio y, por tanto, su
distribucion a los tejidos sera pequefia (como habiamos sefialado con anterioridad,
sélo la fraccion de farmaco no unida a proteinas es capaz de distribuirse a los
tejidos). Por el contrario, si un farmaco se une mucho a nivel tisular, el volumen de

distribucion sera alto.

El Vd de un farmaco es un valor constante. Sin embargo, puede variar dependiendo

de la situacion fisiopatoldgica del paciente. Por ejemplo, si hay edema, el agua



corporal total y el agua extracelular aumentan, lo que hara aumentar el Vd de
farmacos hidrosolubles. De igual forma, cambios en la masa corporal total y en la

masa magra (por ejemplo, con la edad) también pueden afectar a Vd.

Debido a estos aspectos, el Vd es basico a la hora de determinar la dosis de choque
o de carga que hay que administrar de un farmaco para que las concentraciones
plasmaticas alcancen el estado estacionario, es decir las concentraciones eficaces,
desde el inicio de la terapia. La dosis de choque se calcula a partir de las siguientes

expresiones:

Dosis de choque (mg) = Vd (L) x Concentracion plasmatica deseada (mg/L)

0

Dosis de choque (mg/Kg) = Vd (L/Kg) x Concentracion plasmatica

1.1.2 El aclaramiento (CL).

Describe la eficiencia de la eliminacion irreversible de un farmaco del organismo.
Las principales vias de eliminacion de los farmacos son la excrecion renal y el
metabolismo hepatico, aunque también puede darse eliminacion por excrecidon
biliar, metabolismo extrahepatico, etc. Se define como el volumen de sangre que
se depura de farmaco por unidad de tiempo, y se expresa en litros por hora (L/h).
El aclaramiento es la constante de proporcionalidad entre la concentracién
plasmatica (Cp) y la velocidad de eliminacién del farmaco.

Velocidad eliminacion (mg/h) = CL (L/h) x Cp (mg/L)



El aclaramiento total o plasmatico es la suma de los aclaramientos
correspondientes a cada uno de los procesos de eliminacion que sufre el farmaco.
Asi, si un farmaco se elimina parcialmente por excrecion renal y por metabolismo
hepatico, el aclaramiento total sera la suma del aclaramiento renal y del
aclaramiento hepatico. El aclaramiento condiciona la frecuencia con la que se debe
administrar una determinada dosis (velocidad de administracion, DR) para alcanzar

la concentracion de farmaco en el estado estacionario deseada (Css).

DR (mg/h) = CL (L/h) x Css(mg/L)

En el caso concreto de la antibioterapia, si conocemos cual es el aclaramiento
plasmatico de un antibiético (CL), y conocemos la concentracion en estado
estacionario (Css) que debemos alcanzar para obtener el efecto optimo (dicha
concentracion dependera de las caracteristicas del microorganismo que esté
causando la infeccion que queremos tratar), podemos determinar cual es la
velocidad de infusion (DR) de dicho antibiotico para maximizar el efecto antibiotico,
minimizando tanto la posibilidad de que aparezcan efectos secundarios, como de

aparicion de variantes de resistencia.

1.1.3 Semivida de eliminacion o Vida Media (t1/2).

La semivida o vida media, es el tiempo que ha de transcurrir para que la cantidad

o concentracion de un farmaco en el organismo disminuya a la mitad. Como
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parametro temporal, la vida media se expresa en unidad de tiempo, en horas.
Este parametro esta relacionado con la constante de velocidad de eliminacion (K),
que es la relacion entre el volumen de distribucion y el aclaramiento, mediante la

siguiente formula:

Vida media, t1/2 (h) = 0,693/K

siendo K = Vd (L)/CL (L/h)

La vida media es un parametro que condiciona:

e La duracidn del efecto después de la administraciéon de una dosis Unica:

cuanto mayor sea la vida media, mas tiempo se mantiene la concentracion
plasmatica por encima de la concentracion minima eficaz.

e El tiempo necesario para alcanzar el estado estacionario en un régimen de

dosis multiples. Cuanto mas alto es el valor de la vida media, es decir, cuanto
mas lenta es la eliminacion, el tiempo que se requiere para alcanzar el
estado estacionario es mayor. Se requieren entre 3 y 5 vidas medias para
gue se alcance el estado estacionario.

e La frecuencia de administracion, es decir, el intervalo posolégico. En el

estado estacionario, las diferencias entre Cmax y Cmin dependen de la vida
media y del intervalo de dosificacion. Si se administra un farmaco con una
frecuencia de administracion superior a su vida media, las fluctuaciones
seran pequenfas, es decir, si la vida media es de 12 horas, y se administra

un farmaco cada 6 horas, las fluctuaciones seran pequefias

11



1.1.4 El area bajo la curva concentracion plasmatica en funcién del tiempo.

El area bajo la curva de las concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo,
ABC o AUC (del inglés area under the curve) representa la exposicion del
organismo al farmaco. Normalmente se refiere a la curva desde tiempo O hasta
tiempo infinito, a menos que se indique el intervalo. Por ejemplo, el AUC24, se
refiere al area bajo la curva en un intervalo de 24 horas. Se expresa en mgx*h/L.
Tras una administracion endovenosa, el AUC se puede calcular a partir de la

siguiente expresion:

AUC= dosis

Cl

La representacion grafica de las relaciones entre la tasa y el grado de entrada,
distribucion y eliminacion de los medicamentos se ve reflejada en la figura 2. Esta
representacion esquematica de un modelo de curva farmacocinética nos permitira
entender posteriormente los distintos perfiles de tiempo-exposicion sistémica, que
nos serviran para clasificar los antibiéticos de acuerdo a sus distintos patrones de
actividad. Antes es necesario definir dos conceptos mas, el primero la
concentracion maxima de farmaco que se alcanza con una dosis, llamada Cmax, o
exposicidon maxima sistémica., y el tiempo para que se alcance esta concentracion
maxima, denominada Tmax. Ambos conceptos dependen de lo rapido que el

medicamento entre y salga del cuerpo humano.
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Figura 2. Esquema de los principales factores farmacocinéticos.

MEC: Concentracion minima eficaz (del inglés Minimum Effective Concentration).

Cp: Concentracion plasmatica

Es importante resaltar en esta grafica un aspecto que nos parece muy importante.

El denominado como periodo de retraso o tiempo de eficacia, es decir, el tiempo

que, en este caso, el antibidtico tarda hasta alcanzar la concentracion minima

necesaria para comenzar con el efecto. Este tiempo dependera de las

circunstancias del paciente, de la via de administracion (la administracion por via

intravenosa tendra siempre un tiempo de eficacia mas corto que la via oral, por

13



ejemplo), y de las propiedades farmacocinéticas del antibiético administrado;
circunstancias todas estas basicas a la hora de elegir el mejor antibiotico para cada

paciente concreto.

1.2 Paciente critico

Es dificil definir con exactitud un paciente critico, pero podriamos decir que es aquel
en el que las funciones organicas se ven amenazadas por un agente externo, en
nuestro trabajo las enfermedades infecciosas. En Medicina Intensiva trabajamos
principalmente con dos escalas de gravedad, la escala APACHE Il (Acute
Physiologic And Cronic Health Evaluation) y la SAPS Ill (Simplified Acute
Physiologic Score). En ambas el nexo comun son los cambios fisiologicos que de
una forma aguda se producen en estos pacientes, ademas de ciertos aspectos de
salud previos. Estas escalas de gravedad tienen un caracter pronostico de

mortalidad.

Los pacientes criticos se diferencian de otros pacientes no solo en la probabilidad
de fallecimiento, sino que, a consecuencia de la situacion clinica que padecen
sufren enormes cambios fisiologicos (fisiopatoldgicos, pues son la respuesta a una
situacion patoldgica). Son estos cambios fisioldgicos que aparecen en los pacientes
criticos, los responsables de las diferencias en cuanto a la farmacocinética de los
medicamentos empleados en su tratamiento, y que resultan en distintos resultados,

por lo que conocerlas resulta basico para un adecuado enfoque terapéutico.

14



En primer lugar, el volumen de distribucion y el aclaramiento se ven alterados.
Durante las primeras horas de ingreso los pacientes suelen tener aportes de fluidos
en altas dosis, necesarios para el mantenimiento de un gasto cardiaco adecuado,
lo que en muchas ocasiones conlleva un edema intersticial y celular, aumentando
el volumen de distribucion. En otras ocasiones, como en pacientes postoperados o
con pérdidas excesivas gastrointestinales, se producen pérdidas de fluidos, lo que
acarrea un descenso del volumen total circulante, en un primer momento, y
posteriormente, del volumen de agua total, que influye, nuevamente, en el volumen

de distribucidn de los farmacos.

En segundo lugar, alteraciones en determinados 6rganos del cuerpo llevan a
cambios en el aclaramiento. Como es bien conocido, el aclaramiento de los
farmacos se realiza fundamentalmente mediante la depuracién renal y hepatica.
Los rifiones son los que eliminan principalmente los antibiéticos no alterados
quimicamente ni metabolizados en el cuerpo. El higado posee una doble funcién,
es el érgano en que se produce la metabolizacion de los farmacos, en la inmensa
mayoria de las ocasiones, aunque existen otros érganos que también pueden
realizar una funcion metabolizadora, como el intestino. Junto a la anterior funcion,

el higado también puede excretar por la bilis farmacos no metabolizados.

No podemos dejar de mencionar otra posible via de eliminacién de farmacos que,
aunque de menor importancia, también cumple una funcion de metabolismo
farmacoldgico y que, al igual que el higado y los rifiones, sufre alteraciones

fisiolégicas muy relevantes en los pacientes criticos, como son los pulmones son
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responsables de la eliminacion de algunos farmacos con caracteristicas volatiles.
Este organo tiene una extensidon muy grande de superficie expuesta a danos
inflamatorios. La membrana alveolo capilar es muy susceptible a la endotoxina que
se libera por las bacterias en el curso de las infecciones o por la propia respuesta
inflamatoria del paciente a las mismas produciendo una ruptura de las mismas con
el consiguiente paso se sustancias desde el alveolo al capilar produciendo en casos
de pacientes con infecciones respiratorias paso al torrente sanguineo de mas
material infeccioso o, viceversa pasando sangre al alveolo e inhabilitandolo para su
funcidn. En otras ocasiones en éste mismo organo y, en determinados pacientes
criticos que necesitan de ventilacion mecanica para mantener una respiracion
adecuada, solo por el proceso de la respiracion con presion positiva se produce
apertura y cierre de unidades alveolares que conllevan lo que se conoce como bio-
trauma provocando una respuesta inflamatoria similar a la que se produce en las

infecciones.

Por ultimo, afiadir que en situaciones de hipoperfusién tisular como es el caso de
pacientes criticos con infeccidn sistémica, se produce un descenso en el transporte
de moléculas a los 6rganos diana y una menor actividad de las mismas con
alteraciones en las concentraciones de, por ejemplo, antibioticos en el seno de las
infecciones. En situaciones de shock el cuerpo humano redistribuye el flujo
sanguineo hacia el corazén y el cerebro produciendo un descenso del mismo hacia
los rifiones y el higado que, como ya se dijo con anterioridad son los dos 6rganos

fundamentales en el aclaramiento de sustancias quimicas.
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En el caso concreto que nos ocupa, esto es, la terapéutica antimicrobiana en el
paciente critico, el conocimiento de los cambios fisiolégicos que se producen en
enfermos criticos nos permitira a optimizar la dosis del antimicrobiano en cuestion,
en muchos casos aumentando su dosis y, de esta forma, mejorar su relacion PK/PD

y, a la postre, optimizar los resultados.

1.3 Relacion Farmacocinética y Farmacodinamica (PK/PD)

De una forma practica, la terapia antimicrobiana se podria asemejar a un puzle
compuesto por varias piezas (figura 3), que deben fusionarse para asegurar una
curacion clinica y prevenir resistencias. Estas piezas son el propio antibiotico, el
sitio de la infeccion a tratar, la concentracion minima inhibitoria del patégeno y la

fisiopatologia del paciente.

Sitio
de
infeccion

Caracteristicas
del antibiotico

Patogeno Fisiopatologia
+ del
CIM paciente

Figura 3 El puzle de la terapia antimicrobiana.

CIM: Concentracion minima inhibitoria.

17



1.3.1 Caracteristicas del antibiotico

Son muchas las caracteristicas a tener en cuenta para explicar la relacién PK/PD,
tantas que seria imposible abarcarlas todas en esta breve introduccién, por lo que
nos centraremos en aquellas que consideramos mas importantes, y que mas
implicaciones tienen en la eleccidon del antibidtico. La primera de estas
caracteristicas que se deben tener muy en cuenta es su interaccion con el agua asi,
en funcién de ésta, tendremos antibidticos hidrofilicos e hidrofobicos. El ya
comentado cambio en el volumen de distribucion que se produce durante las fases
iniciales de la agresion bacteriana sobre el endotelio vascular hace variar mucho la
concentracion de medicamentos segun su condicidn farmacocinética. Al aumentar
este espacio, los antibidticos hidrofilicos pasarian principalmente al espacio

intersticial disminuyendo su concentracion en plasma.

ANTIBIOTICOS HIDROFILICOS VS
LIPOFILICOS

CLASIFICACION DEACUERDO A SU
SOLUBILIDAD Y PROPIEDADES PKY PD

ANTIBIOTICO ANTIBIOTICO
HIDROFILICO LIPOFILICO

4 4

= Macrolidos

Betalactamicos :
> : Quinolonas
Gl!cope.ptld_os Tetraciclinas
Aminoglicosidos CAF, RIF, LZD
Volumen de distribucién limitado. VD amplio

Incapaz para difundir pasivamente atraves
de la membrana plasmatica de celulas
eucariotas.

Inactivo contra patogenos intracelulares
Eliminado por la orina sin cambios

Difunde libremente atraves de la
membrana de la celulas aucariotas.
Activo en contra de patogenos
intracelulares.

Eliminado por metab hepatico

Figura 4. Diferenciacion de los principales antimicrobianos segun afinidad al agua

Fisiopatologia del paciente




1.3.2 Fisiopatologia del paciente

Como ya hemos comentado, el paciente critico se diferencia enormemente de otros
pacientes y esto es consecuencia, basicamente, del desarrollo en estos pacientes
de un dafo y disfuncion multiple de érganos, conocido, con el acrénimo de MODS
(del inglés Multi-Organ Disfunction Syndrome) que es una de las principales causas

de mortalidad entre los pacientes de UCI.

Hace aproximadamente 30 afos se empezé a comprender que el shock, la
infeccion y otros tipos de agresién, podian desencadenar una serie de reacciones
que acababan concluyendo en una lesion endotelial en el capilar sanguineo, la cual
llevaba asociada un aumento de la permeabilidad capilar y produccion de edema
secundario, que originaba una menor disponibilidad de oxigeno en la célula, que
terminaba siendo fatal por la disminucion de la produccion de energia celular. Todos
los 6rganos se ven afectados por esta disfuncién, y tanto los riiones como el higado,
estructuras basicas en el aclaramiento de los farmacos no son una excepcion, si
bien la afectacion renal es mas importante y precoz que la hepatica. Este dafo en
los sistemas de aclaramiento conduce a alteraciones diferentes en funcién de las
caracteristicas de los farmacos, fortaleciendo el concepto de “puzle” terapéutico.
Asi, los antibiéticos hidrofilicos, que como hemos sefialado (figura 4) son
eliminados predominantemente por el sistema renal, sufren alteraciones
farmacocinéticas mas frecuentemente que los antibidticos lipofilicos, que tienen

una excrecion predominantemente hepatica.
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Ante una agresion al cuerpo humano, en nuestro estudio las producidas por
infecciones, se producen una serie de alteraciones inflamatorias en cascada que
son conocidas como Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS, del
inglés Systemic Inflammatory Response Syndrome) que, hasta hace dos afos
cuando se acompafiaba de infeccidn se definia como sepsis. Actualmente se tiende
a pensar y definir en funcion de la disfuncion organica producida por la infeccion.
Dicha respuesta inflamatoria comentada, en ocasiones desmesurada, condiciona
una activacion de monocitos, macrofagos y plaquetas, entre otras células, y una
respuesta humoral consistente en el aumento de la producciéon de determinadas
citocinas y proteinas plasmaticas, incluyendo aquellas que forman parte de la
coagulacion, que, junto con las alteraciones en el capilar, son las dos principales
productoras del MODS.

Esta alteracion en la coagulacién tiene dos vertientes; por un lado, se produce un
consumo elevado de plaquetas y factores de coagulacién lo que conlleva una
situacion de coagulopatia intravascular diseminada produciendo hemorragias y, por
otro lado, a una situacién procoagulante en el sistema capilar, produciendo
microtrombosis a este nivel, con alteraciones en el transporte de oxigeno, nutrientes
y antibidticos.

La adaptacion del cuerpo a esta inflamacién conlleva modificaciones
hemodinamicas, como el aumento de la frecuencia cardiaca y la disminucién de las
resistencias de los vasos sanguineos, lo que produce una hipoperfusién tisular,
disminuyendo el aporte sanguineo a los tejidos, empeorando asi, la maltrecha

perfusion tisular.
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Otro cambio importante en la fisiologia del paciente critico es la alteracién en la
sintesis proteica.

Los enfermos criticos se encuentran, con frecuencia desnutridos, y por la afectacion
hepatica que padecen a consecuencia de la respuesta exagerada (MODS), tienen
limitada la capacidad de sintesis proteica. Esta doble afectacidon se traduce en el
descenso de los valores séricos de albumina, pero también de otras moléculas
transportadoras del cuerpo humano, lo que se traduce en una menor proporcioén de
antibidtico unido a proteinas plasmaticas. Como hemos sehalado anteriormente,
solo el farmaco libre (no unido a proteinas plasmaticas) es capaz de difundir, por lo
que la disminucion de proteinas transportadoras se traduce en una mayor
proporcion de antibiotico libre y, por tanto, en un aumento de la filtracion renal.
Por otro lado, la disminucion de las proteinas plasmaticas se traduce en la apariciéon
de edemas, y dado que al antibiético no unido a proteinas plasmaticas difunde
libremente al espacio intersticial, se produce un aumento del volumen de

distribucion (Torrabadella de Reynoso 2002).

La consecuencia final del aumento del volumen de distribucion y del aumento de

aclaramiento renal es una disminucion de la concentracion plasmatica del

antibidtico y, por tanto, una disminucién de la eficacia del antibidtico.

1.3.3 Localizacién de la infeccidon

Retomando el puzle de la terapia antimicrobiana (figura 3), abordaremos

brevemente la importancia de otra de las “piezas”, la localizacion de la infeccion.
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Cada localizacion tiene unas caracteristicas PK/PD distintas y complejas. Asi las
infecciones de piel y partes blandas que, segun la gravedad, pueden acarrear
desastrosas consecuencias para pacientes, e incluso la muerte, suelen tener muy
alterada la penetracion de medicamentos debido a la variacién producida en el
volumen de distribucion, puesto que en este érgano del cuerpo humano es donde
mas, y mayor importancia tiene el acumulo de liquido extracelular (los consabidos
edemas). Ademas, si la infeccidn se asocia con la necesidad de retirar grandes
zonas de piel y tejido celular subcutaneo (como en el caso de desbridamientos), o
por la pérdida masiva de liquidos por rotura de la integridad cutanea (como en el
caso de grandes quemados), la dificultad para alcanzar niveles terapéuticos
adecuados aumenta considerablemente.

Asi mismo, si la infeccion se localiza en el sistema nervioso central (SNC), como
por ejemplo en el caso de una meningitis, el antibiético debe atravesar la barrera
hematoencefalica antes de poder alcanzar el liquido cefalorraquideo. Una de las
caracteristicas de esta barrera es la relativa impermeabilidad a muchas sustancias,
por lo que es necesario conocer la capacidad de difusion de cada antibiético para
poder ajustar la dosis de los mismos, capacidad de difusién que no solo depende
del volumen de distribucion, sino también de las caracteristicas especificas de cada

antibiotico (Goodman&Gilman. 2007).

1.3.4 Caracteristicas propias del microorganismo

Finalmente, no podemos evitar mencionar la importancia de las caracteristicas

propias del microorganismo, tanto las derivadas de la composicion de su pared
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(grampositivos o gramnegativos), o de su velocidad de crecimiento, entre otros
factores, que condicionaran la actividad de muchos antibacterianos. Estas
caracteristicas constituyen, o caracterizan, la farmacodinamica. Dos son los
factores farmacodinamicos a los que prestaremos una especial atencion por la
importancia que poseen en cuanto a la caracterizacion posterior de la relacién

PK/PD. (Canut Blasco et al, 2015)

En primer lugar, tenemos que senalar que es necesario mensurar de alguna medida
la susceptibilidad de los distintos microorganismos a los antibidticos, definiéndose
las bacterias en sensibles o resistentes a un antibiético concreto en base a la

concentracion minima inhibitoria (CMI).

La CMI es, como su propio nombre indica, la concentracion minima necesaria de
un antibidtico concreto para inhibir el crecimiento de una bacteria dada. De esta
definicion podemos extraer dos consecuencias, relacionadas entre si, a menudo
confundidas por muchos clinicos, y que seran basicas a la hora de elegir un
antibiotico u otro. La CMI es independiente para cada antibidtico y para cada
bacteria, por lo que no se deben comparar CMIs de diferentes bacterias entre si, ni
de diferentes antibiéticos entre si.

Con mucha frecuencia, al visualizar un informe de microbiologia, los clinicos se
decantan por el antibiético con mejor CMI, considerando de esa manera que dicho
antibiotico es el mas eficaz para el tratamiento de la infeccion. Esta argumentacion
es falaz, ya que la CMI indica la concentracion minima a la que un antibiético inhibe

el crecimiento de esa bacteria en condiciones controladas en un laboratorio de
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microbiologia, pero es posible que a las dosis recomendadas de ese antibidtico en
humanos no se alcance en el foco de infeccion la CMI por lo que, a pesar de los
datos in vitro, no se podra utilizar el antibidtico in vivo.

Esto lleva aparejada la definicion de sensibilidad y resistencia, habiéndose
adoptado, por consenso, unos valores de CMI para cada bacteria y para cada
antibidtico por encima de los cuales se considera a una bacteria resistente a un
antibidtico, y por debajo de los cuales se considera como sensible, existiendo en
algunas ocasiones una zona de sensibilidad intermedia. Estas categorias indican
la probabilidad de respuesta de un microorganismo ante un antibidtico concreto a
la dosis recomendada de ese antibidtico (Doern GV et al, 2011). Asi mismo, y de
una importancia similar, esta CMI| permite definir el modelo de actividad
antibacteriana; es decir, la respuesta maxima de un antibacteriano concreto frente
a una bacteria dada puede venir determinada por la concentracion, es decir, a
mayor concentracion mayor eficacia, o por el tiempo que se mantienen las
concentraciones por encima de la CMI, independientemente de cuantas veces se
encuentre por encima de esta CMI. Es decir, gracias a la definicién de CMI podemos
clasificar a los antibidticos en dos grandes tipos, concentracion dependiente, los

primeros, o tiempo dependiente, los segundos (Cercenado et al, 2013).

El segundo parametro farmacodinamico que queremos resaltar es al efecto post-
antibiotico (EPA). La unién del antimicrobiano a las estructuras bacterianas, de
forma reversible, desencadena una serie compleja de alteraciones y modificaciones
en la célula, tanto fisioldgicas como morfologicas, haciendo que la bacteria

superviviente no recobre su funcionamiento normal hasta pasado un tiempo mas o
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menos largo, en comparacion con las bacterias que no han sido tratadas. Las
células expuestas a la accion del antimicrobiano pierden su capacidad de
multiplicacion durante varias horas después de que el antimicrobiano haya sido
eliminado, a la vez que experimentan una serie de alteraciones ultraestructurales
que afectan a su morfologia y funcionalidad enzimatica normal. La recuperacién de
estas funciones dependera de varios factores, siendo los mas importantes la

concentracion de antimicrobiano y el tiempo de exposicion (Pastor et al. 1994).

Las primeras observaciones de este fenomeno datan de los afios 1940. Joseph
Bigger, en 1944, fue el primero en demostrar que las bacterias grampositivas, tras
ser expuestas a la accidon de la penicilina, no recobraban su crecimiento normal
hasta transcurridas algunas horas después de haber sido eliminado el antibidtico
(Bigger J, 1944). Posteriormente, Bundtzen en 1981 lo denomind efecto
postantibiotico (EPA), definiéndolo como el retraso del crecimiento bacteriano que
se manifiesta después de una breve exposicion de la bacteria al antimicrobiano
(Bundtzen RW et al, 1981).

El mecanismo por el que los antimicrobianos induce EPA en los microorganismos
es en parte desconocido, ya que las diferencias en la duracién de este efecto en
las distintas combinaciones antimicrobiano-microorganismo sugieren que deben
existir varios mecanismos implicados. La explicacion mas probable es que el EPA
es debido a los dafios no letales producidos por los antimicrobianos y/o a la
persistente union de éstos en determinados lugares bacterianos, lo que se traduce

en un retraso en el crecimiento normal de la bacteria (Pastor A et al. 1999).
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No es objeto de esta breve revision explicar en detalle todos y cada uno de los
factores implicados en el EPA, baste con sefialar que la intensidad de este efecto
se basa, fundamentalmente, en el tipo de antimicrobiano y tipo de microorganismo,
duracion de la exposicion, concentracion del antibidtico y del microorganismo
(tamano del indculo bacteriano) y de la fase de crecimiento de la bacteria (Craig

WA et al. 1987).

1.3.5 Clasificacion PK/PD de los antibioticos.

La definicion de estos conceptos basicos es necesaria para poder abordar la
importancia de la relacion PK/PD. Hemos visto que los antibiéticos pueden
clasificarse en dos grandes tipos, tanto en funcidn de sus caracteristicas
farmacocinéticas y de sus caracteristicas farmacodinamicas. Pues bien, de la
relacion entre los parametros farmacocinéticos y los parametros farmacodinamicos
surge otra clasificacion, que es la que nos permitira optimizar el tratamiento
antibiotico. En funcién de la concentracion y del aclaramiento del antibiético
(parametros farmacocinéticos), por un lado, y del modo de accion y de la existencia
o no de un EPA prolongado, por otro, clasificamos los antibiéticos en tres grandes

grupos (Cercenado E & Cantén R, 2013):

e Antibidticos con actividad concentracion dependiente y EPA prolongado.

Para estos antibiéticos, el parametro mas directamente relacionado con la
eficacia es la relacion entre la concentracion maxima que alcanza el

antibiotico y la CMI del microorganismo (Cmax/CMI). Accesoriamente,
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también existe una relacion entre el area bajo la curva de las
concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo (ABC) y la CMI
(ABC24h/CMI). Estos antibioticos se utilizan a altas dosis, y el prolongado
EPA permite utilizar intervalos de dosificacion amplios (una dosis diaria). El
ejemplo paradigmatico de este grupo son los aminoglucosidos.

e Antibidticos con actividad tiempo dependiente y EPA minimo o moderado.

El objetivo de la terapia es conseguir una larga exposicion al antibiotico.
Para los antibioticos incluidos en este grupo, el tiempo durante el cual las
concentraciones permanecen por encima de la CMI (T>CMI) es el
parametro relacionado con la erradicacion bacteriana y la respuesta
microbiologica. Este parametro se denomina tiempo de eficacia. Los
betalactamicos y los macrdélidos son los antibiéticos que se consideran
representantes caracteristicos de este grupo.

e Antibidticos con actividad concentracion independiente y EPA prolongado.

Al aumentar la concentracion de estos antibidticos, la erradicacion
bacteriana aumenta solo ligeramente, pero se consigue una prolongada
inhibicion del crecimiento. El objetivo en estos casos es optimizar la dosis y
el ABC24h/CMI es el parametro relacionado con la eficacia. La mayor parte
de los antibidticos (excluidos los betalactamicos y los aminoglucdsidos) se

ajustarian a este perfil PK/PD.

Actualmente, los modelos PK/PD han evolucionado desde una disciplina

descriptiva a una ciencia con plausibilidad biolégica y mecanicista. Especificamente,

se han desarrollado nuevos conceptos de modelos de PK/PD basado en
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mecanismos, que constituyen una base cientifica para predecir los efectos de los
medicamentos en humanos sobre la base de informacion de investigaciones
preclinicas in vitro e in vivo. En areas donde la comprension del mecanismo de la
enfermedad es limitada o, no se dispone de datos experimentales, los conceptos
de modelos PK/PD también se pueden usar junto con meétodos estadisticos
avanzados para explorar los puntos finales. Dichos analisis pueden usarse para
definir prospectivamente nuevas medidas de eficacia y seguridad, asi como para

optimizar el disefio de estudios experimentales y clinicos futuros.

No podemos dejar de hacer mencién a un estudio que marcoé un antes y un después
en cuanto al abordaje PK/PD del tratamiento antimicrobiano en el paciente critico
es el denominado estudio DALI (Defining Antibiotics Levels in Intensive Care
Patients. Este estudio prospectivo y multicéntrico realizado en 2012 (Roberts et al,
2012), tuvo como objetivo evaluar si las dosis administradas de betalactamicos en
esta poblacion eran suficientes para el tratamiento de determinadas infecciones. En
este estudio se reclutaron 361 pacientes criticos con infecciones y que recibieron
tratamiento con ocho betalactamicos diferentes. La intencion de los autores fue
comparar los resultados clinicos con los parametros PK/PD de dichos farmacos. De
todos los pacientes incluidos, 248 fueron tratados con betalactamicos y, al valorar
cuales fueron los predictores de respuesta al tratamiento, detectaron que la
probabilidad de curacién clinica fue un 32% superior si se habia alcanzado en el
paciente el parametro PK/PD que predice la eficacia de los betalactamicos, es decir,
que la concentracién libre del farmaco estuviese por encima de la CMI del

microorganismo (fT>cmi) mas del 50% del intervalo entre dosis (fT>cmi 50%). Si la
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fT>CMI se mantuvo el 100% del intervalo entre dosis (fT>cmi 100%), la posibilidad
de curacién aumentd, demostrando asi la aplicabilidad en el paciente critico de los
conceptos PK/PD. Posteriormente este mismo grupo, en un subestudio del DALI
demostrdé que los pacientes tratados mediante infusion continua de piperacilina
tazobactam o meropenem demostraron una mayor supervivencia que los pacientes
tratados con estos antibioticos administrados en forma de bolus. La comparacion
de los parametros PK/PD demostré que los pacientes tratados mediante
antibioticos administrados mediante infusion continua alcanzaron un fTscmi 50% vy
fT>cm 100% con mayor frecuencia que los administrados mediante bolus, siendo la
diferencia estadisticamente significativa para el fT>cmi 100%, lo que podria explicar
en parte los mejores resultados obtenidos con esta forma de administracion (Adbul-

Aziz et al, 2016).

1.4 Terapia antibittica

Los antibidticos son, indiscutiblemente, los medicamentos mas desarrollados a lo
largo del pasado siglo XX, y este desarrollo ha contribuido a salvar numerosas vidas
hasta este momento. La medicina moderna se basa en ellos para el tratamiento de
las infecciones, causa de hasta 1/3 de los ingresos hospitalarios, con distintos
espectros de gravedad de acuerdo a datos muy recientes de la comunidad de
Madrid (Saiz-Rodriguez M et al, 2017) (Saiz-Rodriguez M et al, 2017). Por otro lado,
junto a su indicacion en el tratamiento de las infecciones, tienen otras indicaciones,
como prevenir la aparicion de infecciones en procesos quirurgicos, o en los

trasplantes de 6rganos.
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Ademas de la multitud de empleos (por el gran numero de infecciones, diversidad
de usos), otra de las caracteristicas particulares de los antibidticos es que son
prescritos por una multitud de especialidades, siendo uno de los pocos tratamientos
que se puede afirmar que son prescritos, en algun momento, en todos y cada uno
de los servicios que conforman un hospital, y las UCIs no son ajenas a esta norma,
constituyendo uno de los grupos terapéuticos mas frecuentemente prescritos en las
UCls en todo el mundo, como se desprende de datos publicados en el afio 2009,
donde en un seguimiento a pacientes ingresados en una UCI, se describié que
hasta un 71% de los pacientes tienen pautado, al menos, un antibidtico (Registro

ENVIN 2008).

Esta enorme variedad en cuanto a empleos, y la enorme diversidad de facultativos
implicados en su prescripcion, conforma el tercer lado de un triangulo de
particularidades de este grupo terapéutico, que es la altisima prescripcion y el
aumento progresivo de su consumo. Tomando como ejemplo las UCls espafiolas,
entre los afos 2004 y 2013, se ha producido un aumento del uso de antibidticos,
pasando de un 54,8% de pacientes que tenian pautado, al menos, un antibidtico,
hasta un 63%, con una media de 2,21 antibidticos por paciente (Registro ENVIN

2014).

Desde las distintas sociedades médicas espanolas se han intentado establecer

iniciativas para combatir este uso excesivo de los antibidticos. Varios son los

postulados, crear equipos multidisciplinarios donde se incluyan especialistas en
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enfermedades infecciosas/ internistas, intensivistas duchos en la materia,
microbidlogos, farmaceéuticos, preventivistas; crear comisiones de antibidticos;
desarrollo de programas informaticos que avisen a especialistas en la materia cada
vez que se pautan determinados antibiéticos de amplio espectro en el hospital;
auditorias terapéuticas donde existe un farmacdlogo clinico supervisando
tratamientos; dedicar especialistas en enfermedades infecciosas/medicina interna
a revisar la duraciéon de tratamientos asi como establecer una desescalada en la
terapia empirica y, como ya hemos visto antes, incidir en la aplicacién de criterios

PK/PD.

Independientemente de la via elegida, existe un consenso entre todos los expertos
implicados en que la mejor manera de optimizar el tratamiento antibiético se basa

en conseguir que la prescripcion antibidtica se base en tres criterios basicos:

e Administracion precoz (después de obtener muestras de los focos donde
sospechemos la infeccion) combinando en ocasiones distintas familias para
tener un efecto sinérgico, a las dosis mas altas “permitidas” (para conseguir
con rapidez una concentracion plasmatica alta) y de forma empirica.

¢ |dentificacion de factores de riesgo de resistencia antibidtica, como el estado
de inmunidad, exposicidon previa a antibidticos, estancia hospitalaria
prolongada.

e Crear un “mapa de resistencias” que indiquen los microrganismos
predominantes en cada unidad de hospitalizacion, asi como su perfil de

resistencias.
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Este ultimo aspecto se ha conseguido de manera sobresaliente a nivel de las UCls.
En Espafa, desde hace muchos afos, existe un registro anual acerca de las
enfermedades infecciosas en las UCIs denominado ENVIN, acrénimo de Estudio
Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales, siendo reconocido desde
2014 por el Ministerio de Sanidad como registro de interés nacional. Este estudio
se hace a nivel de toda Espafia y con pacientes de muy diversa gravedad. No solo
estan contempladas las infecciones (tipo, gravedad, localizacion), sino que también
se incluyen datos acerca de los microorganismos causantes (especie, resistencias),
y sobre los antibioticos mas frecuentemente usados (numero, tipo y dosificacion).
Otro aspecto importante es que estos datos permiten a las distintas unidades de
cuidados intensivos del pais compararse y establecer criterios de calidad asistencial
acreditando a las unidades con distinciones en funcidén de su proceso asistencial.
Sin embargo, la combinacion entre la falta de nuevos antibioticos, y el aumento de
resistencias de bacterias hospitalarias, sobre todo en bacilos gramnegativos, han
redirigido el enfoque terapéutico hacia el empleo de antibioticos mas antiguos,
situaciéon que también puede apreciarse en el estudio ENVIN donde, comparando
los datos histéricos con los actuales se aprecia la evolucién en el uso de los mismos
y el repunte de aquellos mas antiguos, sobre todo en combinacion.

Este repunte en el uso de antibidticos que anteriormente se habian desechado por
falta de utilidad clinica, o por la existencia de efectos secundarios graves,
representa, por una parte, una cierta desesperacién de los clinicos ante la falta de
opciones terapéuticas, pero también una mejora en el conocimiento de estos

antibidticos. Coincidiendo con la mejora de los conocimientos de los parametros
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PK/PD de muchos antibiéticos modernos, se ha producido un renovado interés en
aplicar dichos conocimientos PK/PD a los antibiéticos mas antiguos para optimizar

su empleo, mejorando su eficacia y disminuyendo su toxicidad.

1.5 Resistencia bacteriana

La resistencia antibidtica es un problema ampliamente extendido que afecta a todos
los paises y ha dado lugar a multiples conferencias de consenso, resoluciones
institucionales y estrategias de abordaje. Actualmente, la definicion de una
microoganiamos como resiste o0 sensible a un antibiético viene dada por los puntos
de corte que establece la agencia europea para la determinacion de sensibilidades
antimicrobianas, EUCAST (del inglés European Committee in Antimicrobial
Susceptibility Testing), que son publicados y actualizados anualmente en su pagina
web. Esta organizacion, surgida a propuesta de varias sociedades europeas, entre
ellas las de cuidados intensivos, es la que se ocupa, desde 1997, no solo de
establecer los puntos de corte de sensiblidad y resistencia, sino también de los
aspectos técnicos de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana fenotipica in

vitro.

Gracias a estos puntos de corte podemos clasificar a las bacterias en sensibles,
resistentes o con susceptibilidad intermedia y, ademas, podemos clasificar a las
bacterias resistentes en multirresistentes, MDR (del inglés multidrug resistant),
cuando presenta resistencia, al menos, a un agente de tres o mas familias de

antimicrobianos, extremadamente resistente, XDR (del inglés extensively drug
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resistant), cuando presenta resistencia, al menos, a un agente de todas las familias,
excepto a dos de esas familiar y, finalmente, diremos que es completamente
resistente, PDR (pan drug resistant) cuando es resistente a todos los antibidtico de

todas las clases de antimicrobianos (Magiorakos AP et al, 2012).

Estas resistencias antimicrobianas se producen, en determinados casos, por
evolucion natural a través de mutaciones genéticas de los microorganismos,
facilitadas, ademas, por los ciclos tan rapidos de replicacion de estos
microorganismos. Asi, por ejemplo, S. aureus puede replicarse y originar 1 millon

de “descendientes” en menos de 12 horas (Avendafio Lépez 2018).

Los mecanismos de resistencia pueden transmitirse de unas bacterias a otras. Los
genes de resistencias pueden transmitirse de una bacteria dada a su progenie, pero
también pueden transmitirse entre bacterias de la misma especie no relacionadas,
o0 incluso entre bacterias de especies diferentes mediante plasmidos o
transposones. Los primeros, normalmente hebras circulares de ADN no
cromosomico, suelen transportar multiples genes de resistencia que pasan entre
bacterias a través de la conjugacion (transferencia horizontal mediante una breve
conexion del citoplasma de dos bacterias). Los segundos, a su vez, son secuencias
de ADN moévil que pueden integrar un cromosoma bacteriano o un plasmido. La
resistencia también puede adquirirse como consecuencia a la exposicion de los
microorganismos durante un tiempo a la accion de antibidticos u otros
quimioterapicos. La presion selectiva ejercida por el uso de antibiéticos en los

ultimos afos ha multiplicado la aparicion de muchos mecanismos de resistencia:
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produccion de enzimas inactivantes, mutacion de lugares de accion o dianas

moleculares, sobreexpresion de bombas de eflujo, etc. (Avendafio Lopez 2018))

Una cualidad por la que las bacterias pueden producir resistencias es mediante la
formacion de biofilms. Los biofilms estan constituidos por bacterias encapsuladas
en una matriz auto producida que se adhiere a superficies inertes (catéteres
intravasculares, proétesis articulares y cardiacas, piedras de rio, etc.) que les permite
sobrevivir en circunstancias poco favorables. El mecanismo que regula la formacion,
crecimiento, maduracidén y dispersion del biofilm se basa en la activacion e
inactivacion de genes o grupos de genes, y a pesar de que su estudio ha cobrado
un gran interés en los ultimos afios, su mecanismo intimo no ha sido

completamente dilucidado (Solano C et al, 2014).

Sin embargo, cada tiene mayor relevancia una caracteristica bacteriana que
comparten tanto las bacterias incluidas en un biofilm, como bacterias resistentes,
que se ha denominado persistencia. Esto explica la aparicién de infecciones y que,
a pesar de tratamiento adecuado, segun parametros de sensibilidad y resistencia
in vitro, no seamos capaces de erradicar la infeccion, tornandose en una situacion
cronica, sin que seamos capaces de detectar la aparicion de resistencias
bacterianas al antibiético/s empleado/s, es decir, a pesar de continuar presentando

sensibilidad in vitro, in vivo se comportan como resistentes (Lewis K. 2008).

El creciente aumento de las resistencias bacterianas se ha convertido ultimamente

en uno de los principales caballos de batalla de la medicina actual. En el afio 2009
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Boucher et al, desde América, determinaron cuales eran las bacterias
multirresistentes mas predominantes entre los pacientes infectados, creando el
acronimo ESKAPE, que corresponde a Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni, Pseudomonas
aeruginosa y Enterobacter especies para facilitar el recuerdo de éstas y, establecer
las medidas mas adecuadas para luchar contra ellas (Boucher HW et al, 2009).
Ademas, ya se hacia hincapié sobre la falta de antibioterapia para el control de los
mismos. A pesar de estos intentos para dar a conocer el problema, y las diferentes
campanas que se han realizado a lo largo de todo el mundo, la realidad es que las
infecciones por microorganismos resistentes son responsables directos de 700.000
muertes anuales (O'Neill J, 2014), estimandose que, de no invertirse la tendencia
actual de infeccidn y resistencia, esta cifra podria alcanzar los 10 millones en 2010

(O’Neill J, 2016).

Somos conscientes que la propia infeccion influye en la mortalidad, por eso cuando
se sefala que las resistencias bacterianas son causa de mortalidad se esta
realizando ya el ajuste por la mortalidad propia de las distintas infecciones. Si a
estas infecciones se afiaden comorbilidades como, por ejemplo, la existencia de un
proceso oncoldgico (Bird 2012), o la estancia en UCI (Bilinski 2016, Moureau 2018,

Sadowska 2018), la situacion empeora considerablemente.

Ademas, el problema de la resistencia de los microorganismos no estriba solo en

el aumento de mortalidad y morbilidad, sino que también, conlleva un aumento de

costes sanitarios. Lautenbach publicé en 2010 un estudio en la existencia de
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infecciones por Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de enzimas
de multirresistencia se asociaba a un coste 1,7 veces superior al de pacientes con
infecciones por estas bacterias, sin mecanismos de resistencia, una vez descartada
la existencia de factores de confusion (misma gravedad, localizacion de la infeccion,
comorbilidades etc.). Otros autores cifran en 334% la diferencia en costes
(Lautenbach et al, 2010). La importancia que estas infecciones tienen en la
actualidad, segun informes del Banco Mundial publicados en 2016 y 2017, se
calcula que este problema es responsable de una caida del PIB mundial de al

menos un 1,1% (KPMG LLP, 2014)

Por todos estos datos, la Organizacién mundial de la salud realizdé en 2017 un
listado con los microorganismos patdogenos prioritarios en las resistencias
antimicrobianas (RAM), que incluye las 12 familias de bacterias mas virulentas para
la salud del ser humano vy, lanzé una llamada de atencion para incentivar el

desarrollo de nuevos antibiéticos (http://www.who.int/medicines/publications/\WWHO-

PPL-Short Summary 25Feb-ET _NM WHO.pdf?ua=1). Estas bacterias estan

encuadradas en tres categorias: critica, elevada o media.
Prioridad 1: CRITICA

e Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos
e Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos

e Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos, productoras de
ESBL

Prioridad 2: ELEVADA
e Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina
e Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad

intermedia y resistencia a la vancomicina
e Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina
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e Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas

e Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas

e Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina, resistente a las
fluoroquinolonas

Prioridad 3: MEDIA

e Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina
e Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina
e Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

El paulatino aumento en la incidencia de infecciones por microorganismos
resistentes tiene dos consecuencias importantes: el aumento de una terapia
empirica errénea, y un mayor consumo de antibioticos de amplio espectro. La
disminucién en el descubrimiento de nuevos antibiéticos para el tratamiento que
nos permita continuar con la escalada terapéutica tiene como consecuencia el
redescubrimiento de antibidticos antiguos que habian caido en el desuso por la
existencia de efectos secundarios o poca eficacia clinica debida, como hemos

comentado con anterioridad, a un desconocimiento de sus propiedades PK/PD.

Se necesitan urgentemente estrategias que estimulen y financien procesos
coordinados para un nuevo desarrollo, en particular con respecto a las relaciones
exposicidn-respuesta, para establecer los regimenes de dosificacion adecuados y

determinar sus indicaciones terapéuticas reales.

Los nuevos conocimientos deben integrarse en los marcos normativos, y las

recomendaciones de tratamiento actualizadas deben ser introducidas en la practica

clinica para que los agentes antiguos se relacionen con los desafios actuales.

38



2.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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En la actualidad existe un enorme desarrollo de la medicina que ha posibilitado una
mejora sustancial en la calidad de vida del ser humano y aumentar la esperanza de
vida media. Entre los avances que han hecho posible esta mejoria se encuentran
los dispositivos implantables (protesis, catéteres, marcapasos, etc). Sin embargo,
su utilizacion cada vez mas generalizada ha conllevado un aumento de las
infecciones asociadas a su empleo que poseen una enorme morbilidad y una no
despreciable mortalidad. La existencia de una multitud de antimicrobianos activos
frente a las bacterias causantes de estas infecciones hizo que se interpretase
errbneamente su importancia y, desgraciadamente, su utilizacién desmesurada se
tradujo en un aumento paralelo de las resistencias bacterianas a estos
antimicrobianos.

Los antimicrobianos son farmacos de indicacion estricta por parte de los médicos
pero que, en muchas ocasiones, se prescriben sin conocer sus propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas, lo que junto a las caracteristicas propias de
las bacterias y del tipo de infeccion, ha dado lugar a la existencia de gérmenes
multirresistentes, extremadamente resistentes y, en algunos casos, panresistentes
a los antimicrobianos.

En la actualidad el desarrollo de nuevos antimicrobianos ha disminuido de forma
alarmante, por lo que, durante los proximos afos, la unica manera de luchar contra
estas bacterias seria la optimizacion del uso de los antimicrobianos disponibles en
estos momentos, algunos de los cuales poseen una “vida laboral” de mas de
cincuenta anos. Dicha optimizacion sélo se puede conseguir mediante el estudio
de sus caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas en animales de

experimentacion (in vivo), o en modelos in vitro.
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3.- HIPOTESIS
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En consecuencia, nuestra hipotesis plantea demostrar que los estudios in-vitro

proporcionan un escenario idoneo para nuevas estrategias y regimenes de

tratamiento antimicrobiano que permitiran optimizar el tratamiento de infecciones

por bacterias multirresistentes.

Para abordar esta hipotesis, se han establecido los siguientes objetivos:

Identificacion de regimenes terapéuticos alternativos en el tratamiento de las
infecciones de gérmenes multirresistentes, dado que estos son causantes
de infecciones muy graves en pacientes especialmente vulnerables, como
son aquellos criticamente enfermos, conllevando una gran mortalidad.
Disenar estudios PK-PD In vitro orientados a la optimizacién de los
regimenes antibioticos ya existentes de tratamiento de esas infecciones
Establecer la relacién entre los estudios PK-PD y la eficacia, o ausencia de
eficacia, de los regimenes antimicrobianos alternativos basados en los

mismos.
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4.1 Articulo 1
J Cérdoba, M. Coronado-Alvarez, D. Parra, J. Parra Ruiz. In Vitro Activities of Novel
Antimicrobial Combinations against Extensively Drug-Resistant Acinetobacter

baumannii. Antimicrob Agents of Chemotherapy 2015; 59:7316-19

OBJETIVO
Evaluar la actividad en un modelo simulado de farmacocinética humana la actividad
de combinaciones novedosas frente a cepas de A. baumannii con multiples

mecanismos de resistencia.

METODOS

e Se emplearon tres cepas no relacionadas de A. baumannii extremadamente
resistente (XDR) obtenidas de muestras de sangre de pacientes de dos
hospitales distintos.

¢ Antibidticos: se utilizaron monoterapias de colistina, daptomicina, ertapenem
e imipenem, y la combinaciéon de colistina con cada uno de los otros
antibioticos.

¢ Modelos PK/PD: se utilizaron modelos in-vitro que simulan las condiciones
existentes en el organismo durante una bacteriemia. Se obtuvieron muestras
para el analisis de viabilidad bacteriana a las 0,1,2,4,8 y 24 horas. Las
muestras obtenidas, tras ser debidamente procesadas se sembraron en

medios de cultivo e incubadas durante 24 horas previo a su lectura.
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e Las dosis de los antibidticos y la velocidad de infusién del medio de cultivo
liquido se calcularon para simular las concentraciones séricas de los
antibidticos empleados.

e El estudio estadistico se basé en la comparacion de los resultados mediante

el test ANOVA.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

e La combinacion daptomicina-colistina demostré ser la unica con actividad
bactericida frente a A. baumannii XDR analizadas

e La colistina fue el unico antibiético en monoterapia que produjo una
reduccion en el indculo de A. baumannii XDR, si bien con recrecimiento
posterior

e La combinacion imipenem-colistina, si bien consiguié una reduccion inicial
del in6culo de A. baumannii XDR, se siguié de un recrecimiento bacteriano

con aparicion de formas de resistencia

Los resultados nos permitieron concluir que, ante infecciones por cepas de A.
baumannii XDR, la combinacion daptomicina-colistina podria ser eficaz en el

tratamiento y ser afiadida a los escasos regimenes existentes.
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In Vitro Activities of Novel Antimicrobial Combinations against
Extensively Drug-Resistant Acinetobacter baumannii

J. Cérdoba,® N. M. Coronado-Alvarez,? D. Parra,® J. Parra-Ruiz®P

Laboratorio de Investigacién Antimicrobiana® and Servicio de Enfermedades Infecciosas,® Hospital Universitario San Cecilio, Granada, Spain

Extensively drug-resistant (XDR) Acinetobacter spp. have emerged as a cause of nosocomial infections, especially under condi-
tions of intensive care. Unfortunately, resistance to colistin is increasing and there is a need for new therapeutic options. We
aimed to study the effect of some novel combinations against XDR Acinetobacter baumannii in an in vitro pharmacokinetics-
pharmacodynamics (PK/PD) model. Three nonrelated clinical strains of XDR A. baumannii were investigated. Antibiotic-simu-
lated regimens were colistin at 3 MU every 8 h (q8h) (first dose, 6 MU), daptomycin at 10 mg/kg of body weight q24h, imipenem
at 1 g q8h, and ertapenem at 1 g q24h. Combination regimens included colistin plus daptomycin, colistin plus imipenem, and
imipenem plus ertapenem. Samples were obtained at 0, 1, 2, 4, 8, and 24 h. Among the single-agent regimens, only the colistin
regimen resulted in significant reductions in log, , CFU per milliliter compared to the control for all the strains tested. Although
colistin achieved bactericidal activity at 4 h, it was not able to reach the limit of detection (1 log;, CFU/ml). One strain had signif-
icant regrowth at 24 h without the emergence of resistance. Daptomycin-colistin combinations led to a significant reduction in
levels of log, , CFU per milliliter that were better than those achieved with colistin as a single-agent regimen, reaching the limit of
detection at 24 h against all the strains. The combination of imipenem plus ertapenem outperformed the colistin regimen, al-
though the results did not reach the limit of detection, with significant regrowth at 24 h. Similarly, colistin-plus-imipenem com-
binations reduced the levels of log,, CFU per milliliter at 8 h, with significant regrowth at 24 h but with development of resis-
tance to colistin. We have shown some potentially useful alternatives for the treatment of extensively drug-resistant A.
baumannii. Among them, the daptomycin-colistin combination was the most effective and should be investigated in future

studies.

Many Gram-negative rods display significant antimicrobial
resistance. Among them, Acinetobacter baumannii deserves
special consideration. Currently, carbapenem-resistant A. bau-
mannii is included in the Infectious Diseases Society of America
(IDSA) list of nosocomial pathogens of particular concern (1).

Therapeutic options for this pathogen are extremely limited, a
situation made worse by the drying up of the pharmaceutical de-
velopment pipeline for anti-infective agents. This has forced cli-
nicians to return to older, previously discarded drugs, such as the
polymyxins and tigecycline (despite controversies regarding its
efficacy), or to drug combinations. However, their efficacy is lim-
ited because of resistance or heteroresistance to colistin, drug-
drug interactions, or severe side effects such as renal failure (2).

Some authors have reported the efficacy of novel combina-
tions, including daptomycin combinations, against multidrug-re-
sistant (MDR) A. baumannii strains (3, 4).

The exact mechanisms involved in this synergistic combina-
tion are not fully understood. Daptomycin-colistin combinations
have shown an absence of activity against other multidrug-resis-
tant Gram-negative rods but have displayed significant activity
against A. baumannii (4).

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates. We used three nonrelated extensively drug-resistant
(XDR) isolates of Acinetobacter baumannii (5). The strains were obtained
from blood samples from two different hospitals.

All isolates were susceptible only to colistin and tigecycline.

Antibiotics and media. Colistin sulfate (COL), daptomycin (DAP),
ertapenem (ERT), and imipenem (IMI) were purchased from Sigma-Al-
drich Co., Madrid, Spain (colistin), Novartis Pharmaceuticals, Basel,
Switzerland (daptomycin), and MSD, Madrid, Spain (ertapenem and imi-
penem).

7316 aac.asm.org
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Mueller-Hinton broth supplemented with 25 mg/liter calcium and
12.5 mg/liter magnesium (SMHB; Difco Laboratories, Spain) was used for
all susceptibility testing and in vitro pharmacokinetics-pharmacodynam-
ics (PK/PD) experiments. For experiments using daptomycin, SMHB was
supplemented with 50 mg/liter calcium and 25 mg/liter magnesium as
recommended by the CLSI guidelines (6).

Antibiotic concentrations were measured by high-performance liquid
chromatography following previously published methods (7-9).

In vitro PK/PD model. A previously described in vitro PK/PD model
consisting of a 250-ml one-compartment glass chamber with multiple
ports for delivery and removal of medium, delivery of antibiotics, and
collection of bacterial and antimicrobial samples was used (10, 11). The
model was set with a targeted initial bacterial inoculum of ~10® CFU/ml.

Antibiotics were administered as boluses into the central compart-
ment via an injection port. Peristaltic pumps supplying fresh media were
set to simulate antibiotic half-lives (¢,,,).

Samples (1 ml of media) were obtained at 0, 1, 2, 4, 8, and 24 h and
applied to tryptic soy agar (TSA) plates using drop plating. Plates were
read after 24 h of incubation at 35°C. For all samples, antimicrobial car-
ryover was accounted for by serial dilution of the plated samples or by
vacuum filtration if the drug level of the anticipated dilution was near the
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TABLE 1 MIC of antimicrobial agents
MIC (mg/liter) for strain:

Antimicrobial agent AJ001 AJ002 AJ003
Colistin 2 2 4
Daptomycin 256 256 256
Imipenem 32 64 32
Ertapenem 64 128 64
Tigecycline 1 1 1

MIC value for the organism. The limit of detection of these methods of
colony count determination was 2 log;, CFU/ml (extended to 1 log,,
CFU/ml by vacuum filtration).

Bactericidal activity was defined as >3 log,, CFU/ml kill from the
initial inoculum.

Emergence of resistance was evaluated by performing susceptibility
testing of colonies recovered at 24 h according to CLSI guidelines (6).

Experiments were performed in duplicate to account for biological
variability.

Simulated antibiotic regimens. For colistin, the regimen consisted of
a6-MU loading dose (maximum concentration of free, unbound drug in
serum [fC, .|, 4.5 mg/liter; t, 5, 4 h; protein binding, 50%) followed by 3
MU administered every 8 h (q8h) (fC,,,.,, 3 mg/liter) (12); for daptomy-
cin, the regimen consisted of 10 mg/kg of body weight q24h (fC,,,, 11.3
mg/liter; t, ,, 8 h; protein binding, 92%) (13); for ertapenem, the regimen
consisted of 1 g q24h (fC,,,,,, 7.75 mg/liter; t, ,, 4 h; protein binding, 95%)
(14); and for imipenem, the regimen consisted of 1 g q8h (fC,, .., 80
mg/liter; t, ,, 1 h; protein binding, 20%) (15).

Statistical analysis. Changes in bacterial CFU counts per milliliter
were compared by analysis of variance (ANOVA) and Turkey’s post hoc
test. A P value of <0.05 was considered significant.

RESULTS

Susceptibilities of the isolates are displayed in Table 1. Observed
PK parameters were within 15% of the targeted values.

The daptomycin-colistin combination demonstrated bacteri-
cidal activity against all three clinical isolates of XDR A. baumannii
evaluated (Fig. 1), reaching the limit of detection at 24 h. No other
combination therapy reached the limit of detection.

Colistin was the only single-agent regimen that was able to
produce a significant reduction in the bacterial count, reaching a
bactericidal effect against all isolates at 4 h; however, there was
regrowth in all three isolates at 24 h, without emergence of resis-
tance. Despite regrowth at 24 h, colistin produced a significant
reduction of the bacterial count compared to controls against all
three strains (P = 0.012).

The imipenem regimen led to a small reduction of the bacterial
countat 2 h, followed by bacterial regrowth. At 24 h, there were no
statistically significant differences between the results seen with
imipenem, ertapenem, and daptomycin used as single-agent reg-
imens and control results.

Imipenem-colistin and imipenem-ertapenem combinations
outperformed colistin as a single-agent regimen and demon-
strated a bactericidal effect at 4 h, although there was significant
regrowth at 24 h. The imipenem-colistin combination led to the
emergence of resistance to colistin.

DISCUSSION

Using this in vitro pharmacokinetic/pharmacodynamic model of
bacteremia, we have shown the efficacy of the daptomycin-colistin
combination against three nonrelated strains of extensively drug-
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resistant Acinetobacter baumannii. Daptomycin-colistin combi-
nations outperformed colistin as a single-agent regimen and colis-
tin-imipenem combinations.

Extensively drug-resistant A. baumannii has become a serious
problem worldwide. Limited antibiotic options and high severity
of disease in patients suffering from XDR A. baumannii infections
account for the high rates of mortality described.

Although other authors have reported the efficacy of colistin-
daptomycin combinations against MDR A. baumannii strains,
they used different methodologies, mainly time-kill curves and
checkerboard assays (3) or the Etest agar dilution method (4). We
used an in vitro PK/PD model that resembles human pharmaco-
kinetics and mimics A. baumannii bacteremia.

Other combinations of anti-Gram-positive agents with colistin
against A. baumannii have been studied. Significantly enhanced in
vitro killing activity has been described with vancomycin (16),
teicoplanin (17), and telavancin (18). Similarly, glycopeptide-
colistin combinations have been studied in vivo with promising
results (19). Very recently, Petrosillo et al. reported the efficacy of
glycopeptide-colistin combinations in intensive care unit (ICU)
patients infected with multidrug-resistant Gram-negative micro-
organisms (60% A. baumannii). Patients who received glycopep-
tide-colistin combinations had an increased chance of survival
(20). However, renal failure was more frequent among patients
who received combined therapy with glycopeptides, limiting its
utility.

Daptomycin has no renal toxicity (21), and it can attenuate the
nephrotoxicity of other antimicrobials (22), so the daptomycin-
colistin combination is not expected to increase renal toxicity as
described with glycopeptide-colistin combinations, making this
combination an attractive option in cases of XDR A. baumannii
infection.

Colistin is thought to increase the permeability of the Gram-
negative outer membrane, rendering Gram-negative bacteria sus-
ceptible to antimicrobials which otherwise would have no effect
against them. Although this mechanism of action could explain
the enhanced activity of vancomycin, teicoplanin, or rifampin
combinations (16, 23), it does not fully explain the effect of the
daptomycin-colistin combination against A. baumannii.

Phee et al. (4) reported that the daptomycin-colistin combina-
tion had no effect against colistin-susceptible strains of Escherichia
coli, Klebsiella pneumonia, Enterobacter cloacae, or Pseudomonas
aeruginosa but demonstrated high efficacy against all colistin-sus-
ceptible strains of A. baumannii. These results are consistent with
data published previously where a mutant strain of E. coli that
lacked the outer membrane (E. coli imp) was fully susceptible to
vancomycin (24) whereas the strain remained fully resistant to
daptomycin and its derivatives (25). It has been suggested that
daptomycin, after binding into cell membrane, induces altera-
tions in the operon encoding YycFG, a two-component system
present only in Gram-positive organisms and involved in control-
ling the cytoplasmic membrane integrity, leading to rapid cell
death without lysis (26, 27). This proposed mechanism of action
might explain daptomycin’s absence of activity against Gram-neg-
ative bacteria. However, the high activity displayed against A. bau-
mannii but not against many other Gram-negative bacterial spe-
cies suggests the presence of striking differences between A.
baumannii and other Gram-negative bacteria that should be fur-
ther studied.

We have also explored other combinations, such as imipenem-
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FIG 1 Activity of different single-agent regimens and combination regimens against three nonrelated strains of extensively drug-resistant A. baumannii. Symbols
represent the mean numbers of viable colonies at each time interval. COL, colistin; DAP, daptomycin; IMI, imipenem, ERT, ertapenem.

colistin or double-carbapenem combinations, that have proven to
be synergistic against other MDR Gram-negative organisms (28,
29). However, we did not find any activity with the ertapenem-
imipenem combination and found limited efficacy of imipenem-
colistin combinations. Interestingly, the imipenem-colistin
combination led to the emergence of colistin resistance, but
administration of colistin as a single-agent regimen did not result
in colistin resistance. We do not have an explanation for this, but
our results suggest that there might be some kind of interaction
with imipenem and colistin.

Our work has some limitations. First, we tested only three
strains of A. baumannii, so our results may not be generalizable to
all strains; however, the consistency of the results against all three
strains, and the fact that we used three unrelated strains, makes us
believe that our results can be generalized. Second, our model ran
for only 24 h and thus would not detect antimicrobial activity that
might appear after 24 h or mechanisms of resistance. We also have

7318 aac.asm.org

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

to admit that the high inoculum we used might have impaired the
activity of imipenem. However, recent data from studies using the
colistin-carbapenem combination did not show differences at low
(<~10% CFU/ml) or high (~10"' CFU/ml) bacterial density (30).

Finally, we acknowledge that in vitro studies do not always
translate into similar results in clinical practice, so caution has to
be advised prior to use. However, similar results have been re-
ported with three other methodologies (3, 4), giving robustness to
our results.

In the present situation of almost no therapeutic option against
some strains of XDR A. baumannii, we believe that our results
represent a novel strategy to add to the limited options against
XDR A. baumannii.
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4.2 Articulo 2

D. Parra, A. Pefia-Monje, NM. Coronado-Alvarez, J. Hernandez-Quero, J Parra-
Ruiz. In Vitro efficacy of daptomycin and teicoplanin combined with ethanol,
clarithromycin or gentamicin as catheter lock solutions. BMC Microbiology 2015;

15:245

OBJETIVO
Evaluar la eficacia de diferentes soluciones que contienen antibiéticos en un modelo

in-vitro de infecciones relacionadas con catéter.

METODOS

e Se utilizaron cepas de Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina
(SERM) obtenidas de pacientes con infeccion por catéter probada por este
microorganismo.

e Se utilizaron como antibidticos daptomicina y vancomicina en combinacion
con claritromicina, etanol o gentamicina. La susceptibilidad de las cepas fue
realizada mediante e-test

e Para la confecciéon del modelo in-vitro se emplearon catéteres Introcan
Safety® 14 G que fueron inoculados con una suspension de cada una de las
cepas de SERM e incubados durante 24h. Una vez producida la infeccion,
los catéteres se sellaron con la solucién antibiética 24 h a 35°C.

e Tras cada periodo de 24h, algunos catéteres se procesaron para valorar la
viabilidad bacteriana tras haber sido expuestas a los distintos regimenes

antibioticos.
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e Tras la finalizacion del sellado antibidtico, algunos catéteres se reincubaron
con una solucion rica en glucosa para valorar la persistencia de biofilm.
e El estudio estadistico se basé en la comparacion de los resultados mediante

el test ANOVA

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

e Todas las combinaciones demostraron un descenso en la poblacion de
bacterias y, daptomicina demostré ser mejor que teicoplanina en
monoterapia.

e La combinacion de daptomcina con etanol o claritromicina demostro ser la
mas eficaz en la reduccién del recuento bacteriano y, ademas, fue capaz de
erradicar el biofilm al prevenir la recurrencia de la infeccion.

e No encontramos aparicion de resistencias frente a ninguna de las

combinaciones utilizadas.

Los resultados nos permitieron concluir la eficacia de las combinaciones de
daptomicina con etanol o con claritromicina en el sellado de catéteres infectados
por cepas de SERM, dado que fueron capaces de eliminar la infeccion aguda y

prevenir la recurrencia.
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Abstract

Background: Despite widespread use, optimum choice of antimicrobial agents, concentrations, combinations and
exposure times have not been determined for antibiotic lock technique (ALT). Our objective was to evaluate the
efficacy of different antibiotic combinations using an in vitro model of catheter-related infection. Daptomycin (DAP)
5 mg/mL, teicoplanin (TEC) 5 mg/mL, both alone and combined with gentamicin (GM) 2.5 mg/mlL, clarythromycin
(CLA) 5 mg/mL or ethanol 35 % were evaluated against four clinical strains of methicillin resistant coagulase negative

staphylococci. Lock solutions were renewed every 24 h.

strains) prevented regrowth at 24 h after ALT removal.

Results: After 72 h catheters were reincubated with culture media to investigate bacterial regrowth. All antibiotic
combinations resulted in significant reductions (p < 0.05) of Log(10) cfu/mL at 72 h for both organisms compared
with controls. DAP resulted in significant reductions of Log(10) for all organism versus TEC (p = 0.001). Only DAP
reached the limit of detection at 72 h, however did not prevent regrowth after 24 h of ALT removal. DAP + Ethanol
and TEC + ethanol eradicated biofilm at 72 h, but only DAP + ethanol (against all strains) and DAP + CLA (against two

Conclusions: Based on these data, ALT with DAP + ethanol and DAP + CLA should be explored in clinical trials.

Keywords: Biofilm, Central line associated bloodstream infections, Antibiotic lock therapy

Background

Recent reports indicate that central line associated
bloodstream infections (CLA-BSIs) are responsible of
considerable burden of illness in many countries, with a
pooled prevalence of 4,9 per 1000 central line days in
ICUs from Latin America, Asia, Africa and Europe [1].
Many microorganisms can develop biofilms on central
venous catheters And therefore be responsible of cen-
tral line associated bloodstream infections (CLA-BSIs),
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although the most commonly isolated microorganism
from hospital-acquired central line associated bloodstream
infections (CLA-BSIs), accounting for almost 35 % of
cases, are coagulase-negative staphylococci (CoNS) [2].
Among CoNS, Staphylococcus epidermidis (SE) is re-
sponsible of a great number of those infections [3].
Pathogenesis of CLA-BSIs has been extensively reviewed;
intraluminal or extraluminal surface colonization of cathe-
ters, subsequent biofilm formation, dispersal and entry
into the bloodstream are the classical steps described in
CLA-BSIs development [4-6].

Current guidelines recommend removal of catheters
in CLA-BSIs due to S. aureus however, antibiotic lock
therapy (ALT) could be used in other staphylococcal CLA-
BSIs provided sepsis, endocarditis, suppurative thrombo-
phlebitis or other septic complications have been excluded
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[7, 8]. During ALT the lumen is filled with a highly concen-
trated antibiotic solution and allowed to dwell (lock) for a
period of time to eradicate bacteria embedded in the intra-
luminal biofilm of the catheter [4]. Since 1980s several au-
thors have reported case series regarding efficacy of ALT
against different microorganisms, and although there are
some comprehensive reviews on this topic [9, 10], its utility
is still a matter of debate. Recent efforts have been made to
overcome this paucity of data, but apart from the need of
randomized controlled trials no other conclusions have
been obtained [11].

Similarly, experimental evidence for the selection of
antimicrobials, alone or in combination is scarce and
limited to a 24—48 h period without further evaluation
of the persistence of biofilm, limiting the interpretation
of results [12-17].

To overcome some of these limitations we com-
pared daptomycin and teicoplanin alone, and in com-
bination with clarithromycin, gentamicin and ethanol,
using an in vitro catheter model that evaluates their
activity in a catheter lock solution by quantifying
antimicrobial kill after 72 h of catheter-lock therapy.
Both drugs are antibacterial agents with documented
efficacy as catheter lock solutions [12, 18-20]. In
addition, to evaluate relapse of infection we allowed
catheters to dwell without antibiotic for another 24 h,
simulating clinical practice of reutilization of central
line after ALT.

Results and discussion

Isolates were susceptible to daptomycin (MIC = 0.25 mg/L
for all isolates) and to teicoplanin (MIC = 1 mg/L for 1022
and MIC =2 mg/L for 1018, 1076, and 1098) and resistant
to oxacillin (MIC > 1024 mg/L for all isolates), gentamicin
(MIC>32 mg/L for all isolates) and to clarithromycin
(MIC > 128 mg/L for all isolates).
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All antibiotic combinations resulted in significant re-
ductions (p <0.05) of Log;oCFU/mL at 72 h compared
with control. Among single-agent regimens, daptomycin
resulted in significant reductions of Log;oCFU/mL ver-
sus teicoplanin (p = 0.001) for all strains tested, however,
neither daptomycin nor teicoplanin were able to reduce
Log1oCFU/mL below the limit of detection at 72 h, and
full regrowth was observed after 24 h of ALT removal.

Regarding combinations, daptomycin plus ethanol or
clarithromycin and teicoplanin plus ethanol or clarithro-
mycin were able to eradicate biofilm at 72 h but only
daptomycin plus ethanol against all strains and dapto-
mycin plus clarithromycin against two strains prevented
regrowth after ALT removal and reincubation with ster-
ile fresh media (Table 1, Figs. 1, 2, 3 and 4).

Despite full regrowth of all CoNS after ALT removal
no emergence of resistance was detected against any of
the antibiotics tested.

In our study we found ethanol and clarithromycin
combinations more efficacious than monotherapy with
either daptomycin or teicoplanin. Although monother-
apy reached the limit of detection at 72 h against some
strains, only daptomycin plus ethanol or clarithromycin
prevented regrowth after ALT discontinuation.

Main objective of ALT is catheter salvage, allowing for
reutilization of the catheter after discontinuation of ALT.
If complete eradication has not been achieved, bacterial
regrowth and resurgence of clinical infection are likely to
occur. In our study, in an attempt of mimicking clinical
practice, we introduced a 24 h dwell period with fresh
media after ALT removal.

Although many authors have reported eradication of
microorganisms after ALT with daptomycin, vancomycin
or linezolid, because relapse after ALT was not evaluated,
their results cannot be extrapolated to clinical practice
[12, 15, 21]. In our study, daptomycin alone (against one

Table 1 Mean bacterial count recovered from the in vitro catheter model at different time-points

1018 1022 1076 1098
Atimicrobial regimen t=0 t=72 t=96 t=0 t=72 t=96 t=0 t=72 t=96 t=0 t=72 t=96
Control 8017 902 8,97 792 8,67 9,02 7,82 845 8383 783 9,12 9,16
Teicoplanin 8,02 445% 6,72 7,09 4,03* 6,57 7,04 3,94* 744 7,89 3,84* 6,32
Teicoplanin + gentamycin 8,03 512% 7,01 743 4,5% 6,59 7,52 3,22% 6,67 7,78 2,64* 529
Teicoplanin + ethanol 794 * 4.45% 7,85 1* 2,3 7,27 1* 343 793 1* 4,02*%
Teicoplanin + clarithromycin 7,95 1,89% 4,23* 7,86 1,23% 4,32% 7,29 1% 3,04 7,82 1,78% 538
Daptomycin 824 2,87% ** 4,89% 733 1% x* 3,77% 7,32 2,54% 548 7,82 3,62% 592
Daptomycin + gentamycin 8,12 2,03% ** 567 7,51 3,69* 6,46 712 2,12% 4.92* 8,01 1,96* 5,01
Daptomycin + ethanol 798 1* 1w 7,79 1* 1 *x 7,027 1* i 8,01 1* [
Daptomycin + clarithromycin 8,34 1,45*% 4.67% 7,95 1% 1% ** 757 1% 1% ** 7,83 1% 3,84*

Data expressed as Log;oCFU/mL

T=0: baseline. T=72: end of antibiotic lock therapy. T= 96 h: after reincubation with sterile fresh media

*p < 0.05 versus control

**p < 0.05 vs teicoplanin (alone or in each combination compared against the same combination)
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Fig. 1 Activity of Teicoplanin (a) and daptomycin (b) alone and in combination against strain 1018

strains) and some teicoplanin combinations achieved the
limit of detection at 72 h but without complete eradi-
cation of biofilm. On the contrary, daptomycin plus
clarithromycin (against two strains) and daptomycin
plus ethanol (against all strains) maintained eradication
after 24 h of ALT removal and re-incubation with fresh
media, suggesting a potential role in salvage of infected
catheters with a low rate of relapse.

A recent metanalysis support the use of ALT as ad-
junctive therapy in CLA-BSIs [11], however, a 20 %
rate of relapse was observed in patients treated with
ALT despite negative blood cultures drawn at the end
of therapy. This high rate of relapse suggests the per-
sistence of biofilm-embedded bacteria not detected im-
mediately after end of therapy. Our results, negativization
at 72 h, but regrowth after 24 h incubation with fresh
media following ALT removal, corroborate what has been
described, and might support the use of clarithromycin
and ethanol combinations. Aumeran et al. reported the
significant decrease of bacterial inoculum of MRSE in an

in vitro model of subcutaneous injection port infection
using daptomycin, vancomycin or ethanol, with a signifi-
cant regrowth after discontinuation of ALT, similar to
what we found [22]. Although they used a different meth-
odology, the similarity of our results suggest that our
hypothesis is true and relapse of CLA-BSIs is related to
biofilm persistence despite negative blood-cultures drawn
from the catheter after ALT.

Chaudhury et al. reported the efficacy of ethanol at 20,
40 and 80 %, in an in vitro study of MRSA and MRSE
biofilm-associated infection [23]. Ethanol at any of the
concentrations tested was more efficacious than vanco-
mycin, ciprofloxacin and gentamicin in their model of
biofilm-associated infection. Similarly Qu et al. reported
that lock therapy with ethanol at 40 % was more effica-
cious than oxacillin, gentamicin, vancomycin, ciprofloxa-
cin and rifampicin, alone or in combination [24]. We
tested ethanol at 40, 60 and 80 % and found a significant
decrease in Log;oCFU/mL but without preventing re-
growth after ALT discontinuation (data not shown). These
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Fig. 2 Activity of Teicoplanin (a) and daptomycin (b) alone and in combination against strain 1022
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preliminary results, similar to those reported by Raad
et al. [25] that reported the inability of ethanol alone to
eradicate an in vitro model of MRSA biofilm or Aumeran
et al. [22], prompted us to explore antibiotic-ethanol
combinations.

Similarly to what Raad et al. reported [25] antibiotic-
ethanol combinations were significantly better than mono-
therapies and prevented regrowth after reincubation.
They found that only ethanol (25 %) plus minocycline
(3 mg/mL) and triple combination of ethanol, mino-
cycline and EDTA (30 mg/mL) were able to eradicate
biofilm and prevent regrowth in a modified Robbins
device. In this silicone disk biofilm colonization model,
although ethanol plus minocycline performed better than
single-regimen therapies and eradicated biofilm, only
triple therapy was able to prevent regrowth. In our study,
the in vitro model of catheter infection was different,
however we obtained very similar results, suggesting that
ethanol plus antibiotics could eradicate biofilm and pre-
vent regrowth after antibiotic lock removal.

Finally, Clarithromycin has shown to interact with bac-
terial biofilms through a non-bactericidal or bacteriostatic

effect. It has been proven to inhibit the production of
hexose, a basic component of staphylococcal biofilms [26].
Many authors have demonstrated this increased activity of
clarithromycin combinations against staphylococcal bio-
films despite no antibacterial activity of clarithromycin
[27-30]. In this study, clarithromycin combinations out-
performed single-regimen therapies. Daptomycin plus clar-
ithromycin prevented regrowth of two strains, suggesting
complete eradication of biofilm. On the other hand, Teico-
planin plus clarithromycin, although reduced the bacterial
burden below the limit of detection, was not able to
prevent regrowth, consistent with a reduced activity of
teicoplanin against MRSE compared to that of daptomycin.

Our study has some limitations. Our protocol allowed
for prolonged dwelling times, a situation that might limit
its reproducibility in clinical practice. However, the fact
that daptomycin plus ethanol and daptomycin plus
clarithromycin (against two strain) were able to eradicate
biofilm after only 72 h could avoid the need for this
prolonged dwelling time. On the other hand, therapies
longer than 3 days could improve our results. Second,
we explored only four MRSE, so our results could not
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Fig. 4 Activity of Teicoplanin (a) and daptomycin (b) alone and in combination against strain 1098
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be extrapolated to all CLA-BSIs, however, as previously
commented, other authors have reported similar results
with ethanol or clarithromycin combinations with dif-
ferent strains [24, 25, 28, 30] which make plausible
that our results could be generalized to MRSE and maybe,
against MRSA, although the latter should be taken with
caution based on paramount differences between CoNs
and Staphylococcus aureus. Third, we did not evaluate the
biofilm forming capability of the MRSE strains. Although
is true that biofilm forming ability is different among
different strains, we have selected four strains isolated
from catheters of patients with documented CLA-BSIs.
This clinical aspect together with the high Log;qCFU/mL
recovered prior to any antibiotic challenge suggests high
biofilm forming ability.

Finally we tried to simulate daily clinical practice, so
we chose commercially available drug powders and IV
solutions for human use to make antibiotic lock solu-
tions instead of on analytical powder. Although most
other studies have used analytical drugs powder and so,
our results are not completely comparable, we believe
that our results would have been the same with analyt-
ical powder and, what is more important, they are more
reproducible in clinical practice. Finally, we relied on the
absence of precipitation as an equivalent of drug-stability;
although there can be loss of potency without physical
changes, it is widely accepted that absence of precipitation
is an equivalent of stability and lock solutions can be use
if no physical changes are documented [31-33].

Conclusions

Our study provides strong evidence of the potential of
daptomycin plus ethanol and daptomycin plus clarithro-
mycin to eradicate biofilm and prevent regrowth after
antibiotic lock removal. Although clinical trials should be
performed, our results provide enough rationale support-
ing its use in antibiotic lock technique against MRSE.

Methods

Bacterial isolates

Four clinical isolates of methicillin resistant Staphylococ-
cus epidermidis (MRSE); strains 1018, 1022, 1076, and
1098, recovered from catheters of patients with docu-
mented CLA-BSIs were selected from our collection.

Antibiotics and media

Daptomycin (Cubicin® Novartis Inc. Spain) was generously
provided by the manufacturer. Teicoplanin (Targocid®
Marion-Merrel S.A. Spain), clarithromycin (Klacid® Abbot
Laboratories S.A.), and gentamicin (Normon S.A. Spain)
were commercially purchased as drug powder (Teico-
planin and clarithromycin) or as 20 mg/mL IV solu-
tion (gentamicin). Ethanol was commercially purchased
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as 70 % dilution (Lab. Reig Jofré. S.A. Spain). Drug pow-
ders were reconstituted following the CLSI guidelines [34].

Susceptibility testing was performed using e-test
methodology but for DAP that was performed by
microdilution following CLSI guidelines [34]. Mueller
Hinton broth supplemented with 50 pg/ml calcium,
and 12.5 pg/ml magnesium (SMHB) was used for suscep-
tibility testing involving DAP.

Tryptic Soy Broth supplemented with 1 % glucose (TSBg)
was used for biofilm growth.

To evaluate drug stability, each solution was incubated
over 72 h, and then evaluated for physical compatibility
by particulate formation, colour change, or gas evolution
[31-33]. All drug-combinations maintained their initial
conditions and were considered stable.

In vitro model

Test organisms in TSBg at a starting inoculum of
~10° CFU/mL were added to the lumen of an introcan
Safety® 14 Ga x 2 in. catheter (Braun Medical Inc. USA).
Each device was sealed and incubated for 24 h at 35 °C.
After incubation, TSBg was removed and sterile drug-
containing syringes were inserted into access port of the
catheter. Each regimen (sufficient to fill the access port
and full catheter) was slowly injected into each access port
lumen and incubated at 37 °C. Antibiotics lock solutions
were exchanged every 24 h for 72 h. After 72 h, last anti-
biotic lock solution was changed and catheters were filled
again with fresh TSBg and incubated for another 24 h to
reproduce reutilization after ALT.

Catheters were removed at 0, 4, 8, 24, 48, 72 and 96 h.
The lock solution was removed and whole catheters
were placed in a sterile tube filled with 10 mL of saline,
vortexed, sonicated and flushed thoroughly. The bacterial
suspension was then diluted and drop-plated on Tryptic
soy agar (TSA) for bacterial enumeration. The limit of
detection of this method of colony count determination
was 2 Log extended to 1 Log by vacuum filtration.

Bactericidal activity was defined as > 3 Log kill reduction
from initial inoculum at any time point, and emergence of
resistance was assessed by E-test method.

Experiments were performed in triplicate to account
for biological variability. Results are expressed as mean
log10 reduction.

Lock solutions evaluated

Teicoplanin at 5 mg/mL and daptomycin at 5 mg/mL
(diluted in ringer lactate), both alone and in combination
with gentamicin at 2.5 mg/mL, clarithromycin at 5 mg/mL
and ethanol at 35 % were compared. For combination
regimens, final concentrations were tailored to be the
same as for monotherapies. As daptomycin activity is
calcium-dependent, gentamicin and clarithromycin were
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diluted in ringer lactate when combined with daptomycin
and calcium was added to ringer lactate when daptomycin
was combined with ethanol, to maintain the same calcium
concentration in every daptomycin lock solution. Phos-
phate buffered saline (PBS) was used as control.

Statistical analysis

Time to achieve 99.9 % kill (Tg99) was determined by

linear regression (if r* < 0.95) or visual inspection.
Changes in bacterial CFU/mL were compared by

ANOVA with Tukey’s post-hoc test. A p value < 0.05 was

considered significant.
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4.3 Articulo 3
Coronado Alvarez NM, Parra D, Parra Ruiz J. Clinical effectivenes of fosfomycin

combinations against a variety of gram possitive cocci. Enferm. Infecc. Microbiol.

Clin. 2018 (in press)

OBJETIVO

La fosfomicina ha demostrado en algunos estudios previos in vivo e in vitro eficacia
en tratamientos combinados frente a bacterias gram positivas. Sin embargo, a
pesar de estos resultados tan esperanzadores, su empleo en la clinica es marginal,
probablemente por el escaso numero de estudios. Nuestro objetivo fue conocer la
respuesta in-vitro al tratamiento de combinacién de fosfomicina y comprobar si la

extrapolacion a la clinica de estos resultados se seguia de un beneficio terapeutico.

METODOS
e Los estudios in vitro fueron realizados con cuatro cepas de Staphylococcus
aureus, dos cepas resistentes a meticilina y dos sensibles, utilizando como
antibidticos en combinacion a fosfomicina. daptomicina, linezolid, imipenem,
oxacilina y levofloxacino. La metodologia empleada para valorar la actividad
se baso en curvas de letalidad, utilizandolos antibidticos de estudio
daptomicina, cloxacilina, vancomicina, linezolid e imipenem) en dos
concentraciones diferentes, 1 y 4 veces por encima de la concentracion

minima inhibitoria(CMI). La dosis de forfomicina y gentamicina fue de 0,5 y
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2 veces por encima de la CMI para valorar la existencia de sinergismo a
dosis supra y sub-CMI.

e Las curvas de letalidad se hicieron con un inoculo inicial de 10 8° y
demostrando viabilidad a 0-1-2-4-8 y 24 horas. La sensibilidad de los
microorganismos se realizé mediante E-test.

¢ Los datos clinicos se obtuvieron de la revision retrospectiva de base de datos
de bacteriemias del hospital, definiéendose éxito como desaparicién de la

misma

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

e Los resultados in-vitro mostraron diferentes grados de respuesta en funcion
de la dosis y los esquemas de tratamientos empleados. La asociacion de
fosfomicina a todos los antibidticos se tradujo en un aumento de la respuesta,
si bien la combinacion de fosfomicina y vancomicina fue inferior al resto de
combinaciones.

e Los resultados clinicos demostraron un claro paralelismo con los estudios in-
vitro, con una muy buena tasa de respuesta de las combinaciones
antibioticas con fosfomicina (superior al 80% tanto en tratamiento de rescate
como en primera linea), siendo la combinacién de fosfomicina y vancomicina

la que peores resultados clinicos tuvo.

Nuestros resultados confirman que la utilizacion de combinaciones antibiéticas que

incluyan fosfomicina, tanto como terapia de rescate o de primera eleccion, se

traduce en un alto porcentaje de éxito y curacion en pacientes con bacteriemia por
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cocos grampositivos por lo que pensamos que estas combinaciones se deberian
considerar en el tratamiento de infecciones bacteriémicas por gérmenes

grampositivos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Introduction: Over recent years we have witnessed an increase in the resistance of microorganisms to
Received 22 March 2018 the available antimicrobials and a decrease in the number of new antimicrobials. Fosfomycin is a safe
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- . and cheap broad-spectrum antibiotic which has shown very promising results in combination therapy,
Available online xxx

mainly against gram-negative microorganisms. Little is known, however, about its clinical efficacy against
gram-positive microorganisms.
Methods: We performed a retrospective review of all patients with severe gram-positive infections who
. . received fosfomycin as part of their treatment from 2011 to 2017. We also performed in vitro time-
Multidrug resistance . . . . . .. . . .
Antibiotics kill assays to study the behaviour of fosfomycin with different antimicrobials against two strains of
Time-kill methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and two strains of methicillin-susceptible S. aureus
(MSSA).
Results: Seventy-five patients were treated with different fosfomycin combinations. Among them, 61
(81%) were successfully treated. Daptomycin plus fosfomycin was the most effective combination. Overall,
the treatment with fosfomycin was safe, and side effects were minor. There was only one major side
effect that resolved after discontinuation of therapy. Time-kill studies demonstrated increased activity of
fosfomycin combinations, with daptomycin-fosfomycin being the most active combination against both
MRSA and MSSA strains.
Conclusions: Our results suggest that antimicrobial combinations including fosfomycin are an alternative
and effective approach for gram-positive infections.
© 2018 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica. All rights reserved.
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Eficacia clinica de las combinaciones de fosfomicina contra una variedad
de cocos grampositivos

RESUMEN

Palabras clave: Introduccion: En los altimos afios se ha ido produciendo un aumento de la resistencia de los microorgan-

Bacteriemia ismos a los antimicrobianos disponibles, y una disminucién en el ntimero de nuevos antimicrobianos.

Multirresistencia La fosfomicina es un antibiético seguro y barato con un amplio espectro de actividad, que ha mostrado

QSEL?SSSZGH dad resultados muy prometedores en terapia de combinacion, principalmente contra microorganismos gram-
negativos. Sin embargo, poco se conoce sobre su eficacia clinica frente a microorganismos grampositivos.
Meétodos: Revision retrospectiva de todos los pacientes con infecciones graves por microorganismos
grampositivos que recibieron fosfomicina como parte de su tratamiento, entre los afios 2011 y 2017.
También se realizaron curvas de letalidad in vitro para estudiar el comportamiento de la fosfomicina con
diferentes antimicrobianos, frente a 2 cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) y
2 cepas de S. aureus sensible a la meticilina (SASM).
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Resultados: Setentay cinco pacientes recibieron tratamiento con diferentes combinaciones de fosfomicina.
Deellos, 61 (81%) fueron tratados con éxito. Daptomicina mas fosfomicina fue la combinacién mas efectiva.
En general, el tratamiento con fosfomicina fue seguro, con efectos secundarios menores. Hubo solo un
efecto secundario importante que se resolvié tras la suspensién del tratamiento. Las curvas de letalidad
demostraron buena actividad de las combinaciones de fosfomicina, siendo la combinacién daptomicina-
fosfomicina la mas activa, tanto frente a las cepas de SARM como de SASM.
Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que combinaciones con fosfomicina, pueden ser un
tratamiento alternativo y efectivo en infecciones por grampositivos.

© 2018 Elsevier Espaiia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica. Todos los derechos reservados.

Introduction

Infections due to multidrug resistant microorganisms are an
increasing problem and remain one of the biggest challenges in the
treatment of infectious diseases. New multi-resistant profiles had
been reported for gram-positive cocci. Methicillin-resistant Staphy-
lococcus aureus (MRSA) and enterococci with vancomycin (VAN)
and linezolid (LNZ) resistance or decreased susceptibility to dap-
tomycin (DAP) had been notified. Moreover, new mechanisms of
resistance have been recently found in Europe such as betalacta-
mase production in Enterococcus faecium.!>

The optimal treatment for serious infections caused by these
organisms is still unknown, and therefore studies of new thera-
peutic alternatives are needed. Antibiotic combination has been
used not only as a strategy to avoid the appearance of resistance,
but as a way of enhancing the activity of each of the combined
antibiotic.?

Fosfomycin is a natural antibiotic that acts through an inhibition
of an early step in cell wall synthesis. Although the drug is mainly
used for non-complicated urinary infections, there is large evidence
regarding its efficacy against a broad spectrum of gram-positive
cocci, including MRSA and VRE, and gram-negative rods, includ-
ing those producing extended spectrum betalactamases.* In
S. aureus, methicillin resistance does not confer cross-resistance to
fosfomycin, remaining susceptible >90% of the isolates.” In addition,
although not currently recommended, fosfomycin monotherapy
has proven high efficacy against difficult-to-treat MRSA infections,
like osteomyelitis.'?

Fosfomycin has shown in different in vitro and in vivo models
synergism with almost all families of antimicrobials, suggesting
and enormous potential of this inexpensive drug.''-'* However,
despite these promising in vitro and in vivo data, there is a paucity
of data regarding the efficacy of FOS combinations in patients with
gram-positive infections, and limited to case-reports of fosfomycin
combinations as rescue therapy against MRSA.'>16 A multicentre
open label study evaluating the efficacy of daptomycin plus fos-
fomycin has been completed in January 2018, but no results has
been reported.!”

Methods
In vitro studies

Microorganisms: Two MRSA and two MSSA clinical isolates
recovered from patients with persistent bacteraemia were used for
time-Kkill assays.

Susceptibility tests: Susceptibility testing was performed in
duplicate by E-test. Quality control (QC) was performed using
S. aureus ATCC 29213.

Antibiotics and regimens: Daptomycin (DAP), vancomycin
(VAN), linezolid (LNZ), imipenem (IMP), gentamycin (GM), fos-
fomycin (FOS), oxacillin (OX) and levofloxacin (LEV) were

commercially purchased from Sigma-Aldrich Co., Madrid, Spain
(vancomycin, imipenem, gentamycin, oxacillin and levofloxacin),
Novartis Pharmaceuticals, Basel. Switzerland (daptomycin), Pfizer
Madrid, Spain (linezolid) and Laboratorios ERN S.A. Barcelona,
Spain (fosfomycin).

Regimens evaluated against MRSA included DAP, VAN, LNZ and
IMP at 1x and 4x MIC alone and in combination with GM and FOS at
0.5x and 2xMIC. Regimens evaluated against MSSA included DAP,
VAN, OXA and LEV at 1x and 4x MIC alone and in combination with
GM and FOS at 0.5x and 2xMIC.

Media: Mueller Hinton Broth supplemented with 25 mg/L cal-
ciumand 12.5 mg/L magnesium (SMHB; Difco Laboratories, Detroit,
MI) was used for all susceptibility testing and time kill experiments.
For experiments using daptomycin, SMHB was supplemented with
50 mg/L calcium and 25 mg/L magnesium.

Time-Kkill assay: Time-kill assays were performed using a start-
ing inoculum of 108-2 CFU/ml. Inoculum in stationary phase of
growth was prepared using an appropriate dilution of a 0.5 McFar-
land. Quantification of viability was performed at 0, 1, 2, 4, 8 and
24 h.

Samples were diluted in normal saline prior to drop plating onto
Tryptic Soy Agar (TSA) plates. Antibiotic carryover was accounted
using vacuum filtration. Plates were incubated at 35°C (5% CO;)
for 18 h prior to colony counting. All tests were performed in trip-
licate to account for biological variability. The limit of detection of
these methods of colony count determination was 2 log;g CFU/ml
extended to 11log;o CFU/ml by vacuum filtration.

Synergy was defined as a reduction >3 log CFU/ml over the most
active antimicrobial agent alone, additive effect was defined as a
reduction <3 log CFU/ml over the most active antimicrobial agent
alone.

Clinical data

From 2011 fosfomycin was used as an add-on therapy in
those patients with persistent bacteraemia, and from 2013 as ini-
tial combination therapy in selected patients with gram-positive
cocci bacteraemia. Data from all patients who received fos-
fomycin for gram-positive cocci bacteraemia was recovered from
the bacteraemia database. Patients were considered successfully
treated if blood cultures sterilization was achieved after fosfomycin
therapy.

Results
In vitro studies

MRSA strains

Daptomycin demonstrated rapid bactericidal activity at 4x MIC.
T99.9% was achieved at 8 h. No other agent displayed similar activ-
ity in monotherapy.
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In the synergy tests, the combination of DAP at 4 x MIC with FOS
at 2xMIC was the most active regimens achieving T99.9% at 4 h. All
daptomycin combinations achieved the limit of detection at 24 h.

IMP-GM and IMP-FOS combination showed synergistic activity
compared to that of IMP alone, however only IMP-FOS combina-
tions achieved the limit of detection at 24 h against MRSA.

Vancomycin at 4xMIC with either GM at 0.5 or 2xMIC achieved
the limit of detection at 24 h. However, VAN 1xMIC with either GM

at 0.5 or 2xMIC did not achieved the limit of detection. On the other
hand, VAN-FOS combinations did not reach the limit of detection
at any concentration.

Finally, linezolid at 4x MIC combined with GM at 2xMIC
achieved the limit of detection against one strain, but not against
the other. Linezolid at 4xMIC combined with FOS at 4xMIC
achieved the limit of detection against both strains at 24h
(Fig. 1).
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Fig. 1. Time kill studies of two MRSA clinical strain versus daptomycin, vancomycin, imipenem and linezolid in combination with gentamycin and fosfomycin. (A) Dapto-
mycin combinations. (B) Vancomycin combinations. (C) Linezolid combinations. (D) Imipenem combinations. DAP1: daptomycin 1xMIC. DAP4: daptomycin 4xMIC. GM2:
gentamycin 2 xMIC. FOS2: fosfomycin 2 xMIC. VAN1: vancomycin 1xMIC. VAN4: vancomycin 4xMIC. LNZ1: linezolid 1 xMIC. LNZ4: linezolid 4xMIC. IMP1: imipenem 1xMIC.

IMP4: imipenem 4xMIC.
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MSSA strains

Daptomycin at 4xMIC was the most active regimens with
T99.9% at 8 h and bactericidal activity at 4 h. At 1 xMIC, daptomycin
had bacteriostatic activity.

Daptomycin at 4xMIC plus either GM at 2 xMIC or FOS at 2 xMIC
achieved the limit of detection at 4 h. Daptomycin at 1xMIC plus
either GM at 2 xMIC or FOS at 2 xMIC achieved limit of detection at
24h.

Levofloxacin and oxacillin displayed a very similar pattern,
achieving the limit of detection at 4xMIC at 24 h and bactericidal
activity at 8 h. At 1xMIC both agents did not achieve the limit of
detection, being bacteriostatic at 24 h. Both LEV and OX at 4xMIC,
combined with either GM at 2xMIC and FOS at 2xMIC, showed
synergistic activity achieving the limit of detection at 8 h. The com-
bination of LEV and OX at 1xMIC with GM and FOS at 2xMIC
showed additive effect, being bactericidal at 8 h.

Finally, VAN at 4xMIC achieved the limit of detection and bac-
tericidal activity at 24 h. At 1xMIC VAN displayed a bacteriostatic
pattern. At 4xMIC, VAN combined with GM at 2 xMIC achieved the
limit of detection at 8 h. On the contrary, VAN at 4xMIC combined
with FOS at 2xMIC was not able to achieve the limit of detection.
The combination of VAN at 1 xMIC with GM at 2 xMIC showed addi-
tive effect, being bactericidal at 24 h. The combination of VAN at
1xMIC with FOS at 2xMIC, had indifferent effect (Fig. 2).

Clinical data

From January 2011 to June 2017 seventy-five patients were
treated with different FOS combinations. Among them, 61 (81%)
were successfully treated. Eight out of the 14 failures, defined as
persistence of bacteraemia despite combination therapy, were with
vancomycin plus fosfomycin. Globally, the combination of dapto-
mycin plus fosfomycin was the most effective one, with 93% success
rate. On the contrary, vancomycin plus fosfomycin was the less
effective combination, with a 47% success rate.

FOS was prescribed as add-on therapy in 45 patients (Table 1).
Those patients were initially treated with oxacillin (15 patients
with MSSA infection), daptomycin (20 patients with MRSA or MSSA
infection) or vancomycin (10 patients with MRSA infection) and,
after 72 h of persistence of bacteraemia, FOS was added. Globally,
after 48 h, combination therapy resulted in sterilization of blood
cultures in 38 patients (84%) and persistence of bacteraemia in
7 patients (16%). Patients treated with daptomycin plus fosfomycin
had the highest rate of sterilization and those treated with van-
comycin plus fosfomycin had the lowest rate.

The other 30 patients received fosfomycin-based combination
as initial therapy (Table 2). This group included patients treated
with DAP-FOS combination (10 patients with MRSA infection),
OX-FOS (7 patients with MSSA infection), VAN-FOS (5 patients
with MRSA infection) and LNZ-FOS (8 patients with Enterococcus
faecium infection). Globally, combination therapy resulted in ster-
ilization of blood cultures in 24 patients (80%) after 48 h. Similar
to patients treated with the add-on strategy, those treated with
daptomycin plus fosfomycin had the highest rate of sterilization
and those treated with vancomycin plus fosfomycin had the lowest
rate.

Overall, FOS combinations were safe, with minor side effects
like phlebitis or minor hypernatremia in nine patients. However,
there was a severe side effect in one patient. An 81-year-old female
suffering from aortic valve endocarditis, had acute cardiogenic
pulmonary oedema secondary to sodium overload after 10 days
of daptomycin-fosfomycin therapy that required ICU admission.
Blood cultures were sterile at the moment of ICU admission, and
the clinical situation resolved soon after combination therapy was
discontinued. After ICU discharge, daptomycin monotherapy was

maintained for another 4 weeks, and there was clinical cure without
relapse.

Discussion

Combination regimens that include FOS, as an add-on therapy
or as first-line therapy resulted in a high success rate when used to
treat gram-positive bacteraemia.

We performed time-kill curves comparing the efficacy of fos-
fomycin combination to that of gentamycin combinations. In
our study, daptomycin-fosfomycin combinations showed potent
in vitro activity against MRSA and MSSA isolates. In addition,
additive or synergistic effect was demonstrated with all FOS com-
binations at 0.5 and 2xMIC FOS concentrations.

Our results correlates with previous data published in the
literature describing in vitro synergistic effect with fosfomycin
combinations.'®19 Interestingly, when used at sub-MIC concen-
tration and combined with other antibiotics, FOS showed an
additive effect. Descourouez et al. also reported this effect. They
tested the effect of sub MIC concentration of FOS and daptomycin,
amoxicillin and linezolid against 32 strains of vancomycin-
resistant Enterococcus faecium and found increased activity of all
combinations.'?

We also reviewed our clinical experience with fosfomycin in
combination with other antibiotics like daptomycin, linezolid,
oxacillin, and vancomycin. We used these combinations to treat
75 patients with gram-positive bacteraemia, showing good clini-
cal outcomes even in those in which treatment with a prior first
line regimen had failed. To our knowledge, this is the largest
series of patients with infections caused by gram-positive microor-
ganisms treated with antimicrobial combinations that included
fosfomycin.

We decided to use the combination of linezolid plus fosfomycin
based on in vitro data previously published demonstrating the effi-
cacy of linezolid plus fosfomycin in an in vitro PK/PD model of
simulated endocardial vegetations.? The results obtained in our
patients treated with linezolid-fosfomycin combination supports
our in vitro results.

There is a paucity of data regarding fosfomycin combinations
in patients with severe gram-positive infections, and most of them
limited to clinical cases and case series. Portier et al. reported the
efficacy of cefotaxime-fosfomycin combination against S. aureus
meningitis. This combination sterilized all CSF samples evaluated
and clinical recovery was achieved in 21 out of 22 patients treated
(95.2%).2! The same group reported the efficacy of cefotaxime
25 mg/kg plus fosfomycin 50 mg/.g three to four times per day
against a variety of MRSA infections (three patients with menin-
gitis, six with bone and joint infections and seven with persistent
bacteraemia). All patients were cured without relapses.22 More
recently, Miro et al. described the efficacy of high dose daptomycin
plus fosfomycin in three patients with left-sided endocarditis. All
three patients (one with MSSA prosthetic aortic valve endocarditis
and two with MRSA native valve endocarditis) were cured with-
out relapses. Of interest, two patients had perivalvular abscesses
and all three had failed prior antibiotic regimens (daptomycin
and vancomycin alone).!> Similar to us, they also tested S. aureus
strains to investigate the presence of synergism of the combina-
tion. Daptomycin plus fosfomycin showed synergism against 100%
of MSSA strains tested (7/7), 60% of MRSA (3/5) and 50% of GISA
(1/2).15

Finally, in a recent trial, patients with complicated MRSA bac-
teraemia or endocarditis who had failed first line therapy were
offered rescue therapy with imipenem (1g q8h) plus fosfomycin
(2 g q6h). The authors included 16 patients (12 with endocarditis, 2
with vascular graft infection and 2 with complicated bacteraemia).
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Fig. 2. Time kill studies of two MSSA clinical strain versus daptomycin, levofloxacin, oxacillin, and vancomycin in combination with gentamycin and fosfomycin. (A) Dapto-
mycin combinations. (B) Levofloxacin combinations. (C) Oxacillin combinations. (D) Vancomycin combinations. DAP1: daptomycin 1 xMIC. DAP4: daptomycin 4xMIC. GM2:
gentamycin 2 xMIC. FOS2: fosfomycin 2 xMIC. LEV1: levofloxacin 1xMIC. LEV4: levofloxacin 4xMIC. OX1: oxacillin 1 xMIC. 0X4: oxacillin 4xMIC. VAN1: vancomycin 1xMIC.

VAN4: vancomycin 4xMIC.

All patients had negative blood cultures after 72 h of initiation of
imipenem plus fosfomycin with a 69% success rate.>> Our results
are quite close to that described in this trial. We also had a very
early negativization of cultures in most patients, suggesting a high
bactericidal activity of fosfomycin combinations.

Regarding safety, del Rio et al. reported the safety of FOS com-
binations, being well tolerated. In their cohort, there was only
one major side effect due to excessive sodium overload in a
cirrhotic patient.® Similarly, we did not have severe side effects
with fosfomycin combinations, being safe in all patients but one,
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Table 1

Gram-positive bacteremia episodes treated with fosfomycin combinations as an add-on therapy.

Combination Number of patients

Microorganisms

Source Sterile blood culture

DAP-FOS 20 MRSA

OX-FOS 15 MSSA

VAN-FOS 10 MRSA

Bacteremia (5) 19/20
CRB (5)

IE (7)

PJI(3)

Bacteremia (6) 14/15
CRB (3)

IE (6)

Bacteremia (5) 5/10
CRB (2)

IE (3)

DAP: daptomycin; FOS: fosfomycin; OX: cloxacillin; VAN: vancomycin; MRSA: methicillin-resistant S. aureus; MSSA: methicillin-susceptible S. aureus; CRB: catheter-related

bacteremia; IE: infectious endocarditis; PJI: Prosthetic joint infection.

Table 2

Gram-positive bacteremia episodes treated with fosfomycin combinations as initial therapy.

Combination Number of patients Microorganisms Source Sterile blood culture

DAP-FOS 10 MRSA Bacteremia (4) 9/10
CRB (3)
IE (3)

OX-FOS 7 MSSA Bacteremia (2) 6/7
CRB (1)
IE (4)

VAN-FOS 5 MRSA Bacteremia (3) 2/5
CRB (2)

LNZ-FOS 8 E. faecium Bacteremia (2) 7/8
IE (6)

DAP: daptomycin; FOS: fosfomycin; OX: cloxacillin; VAN: vancomycin; LNZ: linezolid; MRSA: methicillin-resistant S. aureus; MSSA: methicillin-susceptible S. aureus; CRB:

catheter-related bacteremia; IE: infectious endocarditis.

who suffered acute cardiogenic pulmonary oedema secondary to
sodium overload. The patient had complete recovery after fos-
fomycin discontinuation.

Finally, we would like to highlight that clinical
outcomes parallel what we observed in vitro, being dap-
tomycin plus fosfomycin the most effective combination,
with vancomycin plus fosfomycin showing poor effi-
cacy. In addition, linezolid plus fosfomycin and oxacillin
plus fosfomycin showed good results in our in vitro
models. Similarly, in our series, good clinical outcomes were
observed with daptomycin, oxacillin and linezolid combinations,
whereas patients treated with vancomycin plus fosfomycin had
poor clinical results, suggesting a good correlation of in vitro and
in vivo data.

Despite the limitations related to the low number of episodes
included, and the heterogeneity of cases included (different
microorganisms, different infections and different comorbidi-
ties), we believe that our study provides valuable data regarding
fosfomycin-based antimicrobial combinations as an alternative and
effective approach for gram-positive infections.
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5. DISCUSION

75



76



Globalmente, en los trabajos que forman parte de esta tesis, se exploran, mediante
estrategias de farmacocinética y farmacodinamica in vitro, nuevas combinaciones
antibidticas frente a bacterias multirresistentes. A pesar del gran numero de
antibidticos disponibles en la actualidad, debido al aumento progresivo de las
resistencias bacterianas, el arsenal terapéutico eficaz ha ido reduciéndose de
manera paulatina, siendo necesario recurrir al empleo de antibiéticos descubiertos
hace muchos afos, en algunos casos mas de 50 afios, y en desuso por efectos
secundarios o poca eficacia clinica. El conocimiento de los parametros PK/PD de
estos antibiéticos han permitido disefiar estudios in vitro que han optimizado tanto
su perfil de seguridad, como de eficacia, dando como resultado una segunda
oportunidad para su empleo en la clinica.

En estos trabajos desarrollamos tres modelos diferentes PK/PD que nos han
permitido establecer dosis y regimenes de antibidticos no utilizados en la actualidad,
0 muy poco utilizados, y con un enorme potencial de eficacia clinica.

En la publicacion numero uno (Cordoba et al., Antimicrob Agents Chemoth

2015;59: 7316-9) utilizamos un modelo PK/PD in vitro y dinamico de bacteriemia,

demostrando la eficacia de la combinacion daptomicina-colistina contra tres cepas
de Acinetobacter baumannii no relacionadas, y con multiples resistencias
antibioticas (MDR, del inglés multi drug resistant). Las combinaciones daptomicina-
colistina en nuestro modelo, fueron mas eficaces que la colistina en monoterapia y
que las otras combinaciones utilizadas en el trabajo.

Aunque otros autores como Galani en 2014 y Phee en 2013 reportaron la eficacia
de la combinacién colistina-daptomicina contra cepas MDR de A. baumannii, esos

grupos usaron diferentes metodologias, principalmente curvas de letalidad TK (del
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inglés Time-Kill), ensayos de tablero de ajedrez o el método de dilucion de agar E-
test, los cuales son modelos estaticos, es decir, la concentracion antibiética no varia
en funcidén del tiempo. Nosotros, por el contrario, usamos un modelo PK/PD
dinamico que simula las condiciones fisiolégicas humanas del tratamiento
antibidtico de una bacteriemia. Brevemente, el sistema in vitro se compone de un
compartimento central con dos puertos, lleno con medio de cultivo estéril, donde se
inoculan las bacterias; tras un periodo de crecimiento, se inyectan los antibioticos,
en forma de bolus, del mismo modo a como se inyectaria el antibiotico a un paciente.
Este compartimento central esta conectado, por uno de los puertos, con un
compartimento externo, que le suministra medio de cultivo estéril, a una velocidad
dada que permite alcanzar una renovacion del medio de cultivo del compartimento
central idéntica a la vida media del antibidtico utilizado, simulando el aclaramiento
que sufre el antibidtico en el interior del cuerpo humano. Por el otro puerto, se
conecta a otro compartimento externo que sirve de almacenaje del medio de

desecho (figura 5).
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Figura 5. Modelo esquematico del modelo in vitro PK/PD de bactermiemia
empleado en el articulo Cordoba et al., Antimicrob Agents Chemother. 2015;59:

7316-9.

La variacién de las concentraciones del antibiético, simulando la farmacocinética
humana (Cmax, T1/2, Cmin) es lo que permite catalogar este modelo PK/PD como
dinamico, y lo que lo diferencia enormemente con los estudios previamente
publicados. Otras combinaciones de agentes anti-Gram-positivos con colistina

contra A. baumannii se han estudiado.

Las bacterias gramnegativas son naturalmente resistentes a una gran variedad de
antibioticos, como por ejemplo, glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina),
lipoglucopéptidos (telavancina) o lipopéptidos (daptomicina), sin embargo son

varios los autores que han comunicado la existencia de sinergismo (aumento de la
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actividad sumatoria de la de cada uno de los antibioticos por separado) de
combinaciones de colistina con estos antibidticos frente a bacterias que,
tedricamente, deberian ser resistentes; asi Gordon et al en 2010 y Wareham et al
en 2011 publicaron la eficacia de la combinacién de colistina con vancomicina y con
teicoplanina, respectivamente, destacando en ambos casos, la necesidad de dosis

menores de las habituales, tanto para vancomicina como para teicoplanina.

También en el afo 2011, y de nuevo en ese ano, Hornsey et al publicaron los
resultados in vitro e in vivo de combinaciones de teicoplanina y vancomicina con
colistina frene A. baumannii multirresistente con resultados prometedores,
demostrando una mayor eficacia la combinacion colistina-vancomicina.

Posteriormente el mismo grupo publicd, en el afio 2013, los resultados de la
combinacidn telavancina-colistina, utilizando los mismos modelos in vitro e in vivo,

siendo superior a la colistina en monoterapia.

En 2014 Petrosillo et al. informaron de la eficacia de combinaciones de
glucopéptido-colistina en una unidad de cuidados intensivos en pacientes
infectados con microorganismos gramnegativos multirresistentes (60% de ellos
fueron A. baumannii) existiendo a su vez una coinfeccion con gérmenes
grampositivos en un 17%. Aquellos que recibieron combinaciones de glucopéptido-
colistina tuvieron una mayor probabilidad de supervivencia. Otro de los resultados
llamativos fue que la existencia de insuficiencia renal, uno de los efectos
secundarios mas temidos del empleo tanto de glucopéptidos como de la colistina,

no fue mas frecuente entre los pacientes que recibieron terapia combinada con
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glucopéptidos durante mas de cinco dias. La explicacion para la mayor eficacia de
la combinacion fue que el empleo combinado se asocié con un menor riesgo de

aparicion de resistencias a la colistina entre las cepas de A. baumannii.

¢ Cual seria la explicacion para este sinergismo entre colistina y antibiéticos que,

en principio son intrinsecamente ineficaces?

El empleo de colistina, debido a su mecanismo de accién, aumenta la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica de las bacterias gramnegativas, lo
gue hace que las hace susceptibles a antimicrobianos que de otro modo no tendrian
ningun efecto contra ellas. Aunque este mecanismo de accidon podria explicar la
actividad potenciada de las combinaciones de colistina con vancomicina,
teicoplanina o rifampicina, no queda aclarado completamente el efecto de la
combinacién daptomicina-colistina contra A. baumannii. Si bien todas esas otras
combinaciones han mostrado eficacia frente a otros gramnegativos (por ejemplo,
frente a Escherichia coli), lo que concordaria con la hipotesis presentada, esto no
es asi con la combinacion daptomicina-colistina. Phee et al. demostraron en 2013
que la combinacién daptomicina-colistina no tenia actividad frente a cepas de E.
coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae o Pseudomonas aeruginosa,

pero si frente a cepas de A. baumannii.

Estos resultados de distinta actividad segun la bacteria son consistentes con datos

publicados previamente por Eggert, et al en 2001. Los autores utilizaron una cepa

mutante de E. coli (E. coli imp), a la cual se le alteraba la capacidad de formacion
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de la membrana externa, volviéndolas grampositivas, y completamente
susceptibles a vancomicina y sus derivados. Sin embargo, pese a no tener
membrana externa, esta cepa de E coli mutante se mantuvo completamente
resistente a daptomicina. Esta falta de actividad frente a esta cepa de E. cOlimp es
comun a otros lipopétidos derivados de la daptomicina, como demostraron Nguyen

et al en 2006.

La explicacion podria estar en el mecanismo de accién de la daptomicina. Si bien
su mecanismo exacto de actuacion no se conoce, se ha sugerido que la union de
la daptomicina a la membrana celular de la bacteria induce alteraciones en el
operon YycFG, que es un sistema de doble componente, presente solo en
organismos grampositivos e involucrado en el control la integridad de la membrana
citoplasmatica. Esta alteracion conduciria a una muerte celular rapida sin lisis (Baltz
RH, 2009, Bayer AS, 2013). Este mecanismo de accion propuesto podria explicar
la ausencia de actividad de daptomicina contra bacterias gramnegativas, incluso
frente a aquellas que han perdido su membrana externa; sin embargo, no explica
la elevada actividad mostrada contra A. baumannii, que es un gramnegativo.
Creemos que este dato sugiere la presencia de diferencias notables entre A.
baumannii y otras bacterias gramnegativas que debe estudiarse, si bien no era el

objetivo de nuestro trabajo estudiar este fenédmeno.

Como comparadores de la combinacion daptomicina-colistina utilizamos

combinaciones mas habituales, como por ejemplo imipenem-colistina, o la

combinacién de dos carbapenemes, que han demostrado sinergia frente a otros
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gramnegativos MDR. Ninguna de estas combinaciones fue superior a daptomicina-

colistina.

Nos gustaria resaltar que, a pesar de lo publicado en estudios frente a P.
aeruginosa con la combinacion carbapenem-colistina (Bergen et al, 2011), o frente
a K. pneumoniae panresistente con combinaciones de doble carbapenem (Oliva et
al, 2014), los resultados de nuestro estudio no nos permiten recomendar ninguna
de estas combinaciones frente a A. baumannii MDR. No podemos aventurar una
explicacion a la falta de actividad de estas combinaciones, como tampoco podemos
explicar la aparicion de resistencia a colistina en los modelos que emplearon la
combinacién imipenem-colistina y no asi en los modelos que utilizaron colistina en
monoterapia. Es posible que mecanismos de resistencia cruzada, o inducidos por
la exposiciéon a imipenem fuesen los resultados, pero no se realizaron estudios

especificos al respecto.

Finalmente, nos gustaria sefalar otro aspecto que no parece especialmente
relevante en la combinacion daptomicina-colistina. Como se ha sefalado
anteriormente, la toxicidad renal es uno de los efectos adversos mas preocupantes
de la utilizacion de colistina y de glucopétidos, por lo que la combinacién de estos
dos farmacos, especialmente en pacientes criticos es siempre un elemento
disuasorio. La daptomicina no se asocia con la produccién e dafio renal, incluso en
pacientes con filtrado glomerular muy disminuido o que precisan hemodialisis
(Kullar et al, 2014). Y no soélo no presenta toxicidad renal, sino que algunos datos

in vivo sugieren que la daptomicina podria tener un cierto efecto nefroprotector
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cuando se utiliza con otros antibioticos nefrotoxicos, como por ejemplo la
gentamicina (Thibault et al, 1998), por lo que no es esperable que la combinacién
daptomicina-colistina sea responsable de toxicidad renal, a diferencia de lo descrito
con combinaciones de glucopéptido-colistina, haciendo esta combinacion una
opcion atractiva en casos de infeccion por A. baumannii MDR o XDR

(extremadamente resistente, del inglés extreme drug resistant).

Como cualquier estudio, nuestro trabajo tiene limitaciones. La primera de ellas es
que solo hemos realizado el estudio con tres cepas de A. baumannii, por lo que
nuestros resultados no pueden generalizarse a todos los aislados de A. baumannii,
sin embargo, la consistencia de los resultados, muy similares frente a las tres cepas,
el haber realizado todos los estudios por duplicado, y el hecho de que utilizamos
tres cepas no relacionadas entre si, nos hace creer que nuestros resultados pueden
generalizarse. En segundo lugar, la duracion de nuestro modelo fue de 24h vy, por
lo tanto, no es capaz de detectar actividad antimicrobiana que pueda aparecer
después de 24 horas o mecanismos de resistencia con la exposicidn continuada, si
bien la presencia de recrecimiento en algunas combinaciones, y la esterilizacion del
medio con las combinaciones de daptomicina-colistina, hacen poco probable
actividad antimicrobiana posterior. También tenemos admitir que el alto inéculo
bacteriano utilizado podria haber afectado la actividad de imipenem y ertapenem,
ya que es conocido el efecto in6culo en la actividad de los carbapenemes, sin
embargo, otros autores (Ly et al, 2015) han comunicado una eficacia similar con
combinaciones colistina-carbapenem, independientemente del empleo de un bajo

(108 UFC/mL) o alto (10" UFC/mL) in6culo bacteriano.
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Finalmente, somos conscientes que los estudios in vitro no siempre se traducen en
resultados similares en la practica clinica, por lo que, a la espera de resultados
clinicos, se debe ser cauto a la hora de utilizar esta combinacion, si bien la
existencia de resultados similares con otras tres metodologias in vitro, da solidez a
nuestros resultados. Por todo ello creemos que, frente a infecciones por A.
baumannii XDR, nuestros resultados representan una estrategia novedosa y eficaz

que agregar al armamentario terapéutico actual.

En la publicacion numero 2 (Parra D. et al, BMC Microbiology 2015,15: 245)

evaluamos la actividad de distintas combinaciones en un modelo PK/PD estatico
de sellado de catéter.

Las infecciones por catéter son una de las infecciones mas frecuentes en pacientes
hospitalizados, y especialmente en pacientes criticos. De ahi nuestro interés en
emplear este modelo. Los microorganismos mas frecuentemente involucrados en
este tipo de infecciones son cocos grampositivos, especialmente estafilococos
coagulasa negativos, por lo que decidimos emplear cepas de Staphylococcus
epidermidis con perfiles de sensibilidad y resistencias similares a las que
habitualmente producen este tipo de infecciones, sensibles a daptomicina (CMI =
0.25 mg/L) y teicoplanina (CMI= 1 mg/L para la cepa 1022 y CMI =2 m /L para las
cepas 1018, 1076 y 1098) y resistentes a cloxacilina (CIM> 1024 mg/L),

gentamicina (CIM> 32 mg/L) y para claritromicina (MIC> 128 mg/L).
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El modelo empleado se basa en un catéter, empleado habitualmente en la clinica
para la canalizacion de vias venosas, que se inocula con una solucion que favorece
la formacion de una biopelicula, y tras un periodo de incubacién a 35°C, se sella,
inyectando la solucion antimicrobiana cuya actividad se quiere evaluar,
recambiando el contenido cada 24h. Tras el periodo de tratamiento establecido, el
catéter se procesa para cultivo, permitiendo determinar la eficacia del tratamiento

(figura 6).

® ®© ®© ¢ ®© & o 0000

Figura 6. Representacion esquematica del modelo de sellado de catéter. Las
bacterias (circulos) son introducidas dentro del catéter en una solucion con alta
concentracion de azucares que favorece la produccion de biofilm, para

posteriormente ser sometidas a distintos tratamientos.

Todas las combinaciones utilizadas dieron como resultado reducciones
significativas (p <0.05) del recuento bacteriano, expresado como variacion del
Log1oUFC/mL a las 72h en comparacion con un control sin antimicrobiano. Entre
los regimenes de agente unico, la daptomicina fue la que produjo mayor reduccion,
con una diferencia significativa en el Log1oUFC/mL comparado con la que produjo
la teicoplanina (p = 0.001), para todas las cepas probadas; sin embargo, ni la

daptomicina ni la teicoplanina, pudieron reducir el recuento bacteriano por debajo
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del limite de deteccion a las 72h, apreciandose un recrecimiento completo a las 24h
de eliminacion del sellado antibiético, lo que indica que las bacterias existentes eran

completamente viables.

Por las caracteristicas de las infecciones asociadas a biopeliculas (biofilms), y por
datos previos de nuestro grupo (Parra-Ruiz J et al, 2010) decidimos valorar la
actividad de la combinacion de daptomicina y teicoplanina con claritromicina, por la
actividad especifica anti-biofilm de la claritromicina, incluso frente a cepas
resistentes a ésta (Parra-Ruiz J et al, 2010). Asi mismo, decidimos utilizar la

combinacién de daptomicina y teicoplanina con etanol.

Los resultados con estas combinaciones fueron mucho mas llamativos, tanto la
daptomicina como la teicoplanina fueron capaces de reducir el recuento bacteriano
por debajo del limite de deteccion, mostrando una enorme eficacia, sin embargo,
tras retirar el sellado, y reincubar los catéteres con medio de cultivo estéril, aquellos
que habian sido tratados con las combinaciones teicoplanina-claritromicina y
teicoplanina-etanol mostraron un recrecimiento completo, lo que indica la
persistencia de bacterias viables. Por el contrario, aquellos catéteres tratados con
daptomicina-etanol y dos de los cuatro catéteres tratados con daptomicina-
claritromicina no mostraron recrecimiento, indicativo de erradicacion completa del
biofilm.

A pesar del recrecimiento completo de todas las cepas de S. epidermidis después
de la eliminacion del sellado con antibidticos, no se detectdé la aparicion de

resistencias contra ninguno de los antibidticos utilizados, similar a lo que sucede en
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la clinica cuando se tratan infecciones asociadas a biofilms, lo que es compatible

con el conocimiento actual de los biofilms.

El objetivo principal de la terapia con sellado antibidtico es el rescate del catéter, lo
que permite su reutilizaciéon tras completar el sellado. Si no se ha logrado la
erradicacion bacteriana, tras comenzar de nuevo a utilizarlo, en muchas ocasiones
para infundir soluciones glucosadas o nutricion parenteral, soluciones que se
comportan como un magnifico medio de cultivo, lo mas frecuente es que
reaparezca la infeccion, que no se trataria de una reinfeccién, sino de una
reactivacion de la infeccién que no erradicamos inicialmente. En nuestro estudio,
en un intento de simular lo que sucede en la practica médica habitual, para
conseguir la traslacion clinica de los resultados in vitro, decidimos, tras la
finalizacion del sellado, volver a reincubar los catéteres con una solucién rica en
glucosa durante 24 horas sin antibiotico, para comprobar la erradicacion bacteriana.
Esta segunda fase, que hasta donde conocemos no se habia realizado con
anterioridad, nos permiti6 detectar la persistencia de bacterias viables en los
catéteres tratados con las combinaciones con teicoplanina, a pesar de que, si no

se hubiese realizado esa reincubacion, se habrian considerado como estériles.

Esta diferencia en nuestro modelo con los estudios publicados por otros autores
(Giacometti et al, 2005, Sheretz et al, 2006, LaPlante et al, 2007) que también
comunicaron resultados favorables con daptomicina, vancomicina o linezolid, no

nos permite realizar una comparacion exacta de nuestros resultados.
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En la actualidad, el tratamiento de la bacteriemia relacionada con catéter implica la
retirada del mismo, reservandose la opcién de tratamiento mediante sellado del
catéter con antibiotico, junto con tratamiento antibiotico sistémico en pacientes
estables y con catéteres tunelizados de larga duracién (recomendacién 2B), y en
aquellos casos en los que no es posible la retirada del mismo. Esta recomendacion
viene derivada de metaanalisis que han demostrado resultados aceptables en
pacientes de las caracteristicas descritas (O 'Horo et al, 2011), especialmente en el

caso de infecciones por S. epidermidis.

Es llamativo que, en los estudios evaluados, se encontrdé una tasa de recidiva de
hasta el 20% (reaparicion de la infeccion tras retirar el sellado y reiniciar la
utilizacién del catéter), a pesar de que los cultivos de sangre realizados al final de
terapia fueron negativos. Esta alta tasa de recaida sugiere la persistencia de
bacterias incrustadas en biofilm no detectadas inmediatamente después del final
de la terapia. Nuestros resultados, negativizacién a las 72 h, pero reaparicion del
crecimiento tras 24 h de reincubacion con medio freso, después de la eliminacién
del sellado, son completamente coincidentes con lo descrito en la clinica y apoyan
tanto los resultados como lo novedoso de la metodologia empleada en nuestro

trabajo.

En nuestro estudio decidimos valorar la utilidad del etanol como solucion de sellado
basandonos en datos publicados previamente. En la literatura médica existen datos
acerca de la eficacia de etanol a concentraciones de 20%, 40% y 80% frente a

cocos grampositivos (S. aureus y S. epidermidis), con tasas de erradicacion, en
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modelos in vitro, superior a muchos antibiéticos utilizados como comparador (Qu et
al, 2009, Chaudhury et al, 2012), sin que se detectase alteracion de las propiedades
biomecanicas de los catéteres utilizados en los estudios (Chaudhury et al, 2012).
En nuestro estudio evaluamos tres concentraciones diferentes de etanol, 40, 60 y
80%, encontrando una disminucion significativa del recuento bacteriano, pero sin
prevenir la reaparicion del crecimiento al suspender el sellado y reincubar los
catéteres, de nuevo sugiriendo persistencia del biofilm. La valoracién de los
resultados, junto a los datos comentados previamente, y otros estudios disponibles
en la literatura médica (Raad et al. 2007, Aumeran et al, 2013), nos llevaron a
introducir una nueva estrategia terapéutica consistente en la utilizacién de un
sellado mixto con la combinacién de etanol y antibidtico.

Los resultados obtenidos, erradicacion e inhibicién del recrecimiento posterior,
sustentan nuestra teoria de erradicacion del biofilm con la terapia combinada
etanol-daptomicina. La asociacién de etanol-teicoplanina si bien fue superior a la
teicoplanina en monoterapia no fue capaz de prevenir el recrecimiento,
probablemente por una menor actividad de la teicoplanina en comparacion con la
daptomicina. si bien podrian argumentarse otros motivos para explicar esta menor
actividad, como, por ejemplo, la existencia de una interaccion entre etanol y
teicoplanina, previo a la utilizacion de cualquier terapia de combinacién mantuvimos
la combinacidn durante 24h a 35°C para detectar la existencia de precipitado. Es
evidente que la ausencia de un precipitado macroscépico no descarta por completo
la existencia de una interaccion, pero es conocido y aceptado por la comunicad
cientifica que la ausencia de precipitacion es considerada como un equivalente de

la estabilidad de la combinacién, (Anthony et al, 1999, Droste JC et al, 2003,
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Fernandez-Hidalgo N et al, 2006), por lo que creemos que la menor actividad de
las combinaciones basadas en la teicoplanina son debidas a una menor actividad
intrinseca de la teicoplanina, y no a una interaccion de ésta con claritromicina o

etanol.

Otros autores han comunicado también la eficacia de la combinacion antibiotico-
etanol, lo que refuerza la plausibilidad de los datos obtenidos. Raad et al
comunicaron los resultados de la combinacion etanol-minociclina y etanol-
minociclina-EDTA en un modelo de biofilm sobre discos de silicona en dispositivo
Robbins, siendo la terapia triple capaz de erradicar el biofiim y prevenir el
recrecimiento bacteriano tras la suspension del tratamiento. Tanto la metodologia
(tipo de modelo in vitro) como los materiales sobre los que se creo el biofilm fueron
diferentes a los utilizados por nosotros, pero sus resultados fueron bastante

similares, lo que creemos que confiere robustez a nuestros resultados.

Con respecto al empleo de claritromicina, como hemos sefialado con anterioridad,
nuestro grupo habia comunicado previamente la existencia de sinergismo, en un
modelo in vitro dinamico de biofilm, de las combinaciones daptomicina-
claritromicina y moxifloxacino-claritromicina (Parra-Ruiz J et al, 2010), por lo que
decidimos valorar si las combinaciones de claritromicina con daptomicina y
teiocoplanina mejorarian los resultados obtenidos con la monoterapia. Los datos
obtenidos en nuestro trabajo corroboran los publicados previamente, demostrando

la actividad especifica anti-biofilm de la claritromicina.
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El mecanismo de esta actividad anti-biofilm de la claritromicina se basa en la
inhibicion de la produccién de hexosa, un componente basico del biofilm, tanto de
los cocos grampositivos (Yasuda H et al, 1994), como de los bacilos gramnegativos
(Yasuda et al, 1993). Algunos datos sugieren que la actividad de la claritromicina
no se limita a inhibir la produccion de hexosa, sino que, ademas, podrian acelerar
la destruccion del biofilm.

El hecho de haber empleado en los estudios comentados, y en otros posteriores
(Furuhata M et al, 2003), bacterias que son intrinsecamente resistentes a la
actividad de la claritromicina (como P. aeruginosa) o cepas seleccionadas con
resistencia adquirida (cepas de S. epidermidis resistentes) sugieren que la
actividad anti-biofilm es independiente del mecanismo general de actividad
antibacteriana de la claritromicina. Estos datos son consistentes con la existencia
de actividad anti-biofilm en otros miembros de la familia de los macrdlidos, como
por ejemplo la azitromicina (Saini H et al, 2015).

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. En primer lugar, el protocolo que
usamos permitio tiempos de permanencia prolongados, una situacion que podria
limitar su reproducibilidad en la practica clinica. Habitualmente el sellado no se
realiza durante 24h seguidas, sino que se permite un tiempo de empleo del catéter.
No obstante, dado que daptomicina mas etanol y daptomicina mas claritromicina
(contra dos cepas) fueron capaces de erradicar el biofilm después de solo 72h
creemos que tiempos inferiores a 24h, pero extendiéndose mas alla de 72h podria
evitar la necesidad de este tiempo de permanencia prolongado. Por otro lado, la

terapia mas de 3 dias podria mejorar nuestros resultados.

92



En segundo lugar, hemos de admitir que tan so6lo hemos valorado nuestros
resultados frente a cuatro cepas de S. epidermidis resistentes a meticilina (y a otros
antibidticos), por lo que nuestros resultados no podrian extrapolarse a todas las
bacteriemias relacionadas con catéter; sin embargo, como anteriormente se
comento en la discusién, otros autores han informado resultados similares usando
combinaciones de etanol o claritromicina con diferentes cepas que hacen plausible
que nuestros resultados podrian generalizarse a la mayoria de las infecciones por
S. epidermidis y, tal vez, a las infecciones por S. aureus, aunque esto ultimo debe
tomarse con precaucion, por las enormes diferencias que existen entre los

estafilococos coagulasa negativos y S. aureus.

En tercer lugar, no hemos evaluado la capacidad de formacion de biofilm de las
cepas de S. epidermidis utilizados. A pesar de que es cierta la diferente capacidad
de formacion de biofilm entre diferentes cepas, podria darse el caso de que
nuestras cepas no fuesen formadoras de biofilm, o que lo hiciesen en escasa
cuantia, lo que variaria la significacion de los hallazgos encontrados. No obstante,
en nuestro estudio las cuatro cepas utilizadas fueron aisladas de catéteres de
pacientes con bacteriemias por catéter documentadas, lo que indica que,
independientemente de su capacidad de producir un biofilm, todas las cepas
utilizadas son representativas de la infeccion clinica que pretendiamos simular.
Ademas, el alto indculo obtenido antes de comenzar con el sellado (> 8 Log1o
UFC/mL) sugiere una elevada capacidad de formacion de biofilm, por lo que
creemos que las cepas empleadas son muy representativas de este tipo de

infecciones.
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Finalmente, se podria argumentar que no hemos utilizado sustancia valorada para
realizar los experimentos (antibidticos proporcionados por los laboratorios con
garantia de pureza). Es cierto que esto podria artefactar en parte los resultados, ya
que podriamos haber utilizado teicoplanina con un menor grado de pureza y, por
tanto, con una menor actividad. Sin embargo, y en un intento por ajustarnos todo lo
posible a las condiciones reales a las que nos enfrentamos los clinicos, decidimos
utilizar preparados comerciales en forma de polvo seco para reconstituir, o
soluciones intravenosas ya comercializadas para uso humano. La mayoria de los
estudios publicados con anterioridad han utilizado sustancia valorada y, por lo tanto,
nuestros resultados no serian completamente comparables. En cualquier caso,
creemos que los resultados habrian sido muy similares usando sustancia valorada
y, lo que es mas importante, habrian sido menos reproducibles en la practica clinica,
ya que en una UCI de cualquier hospital no se dispone de sustancia valorada, sino

de preparados comerciales idénticos a los que hemos utilizado en nuestro estudio.

Por dltimo, en la publicacién numero tres (Coronado-Alvarez et al,

Enfermedades Infecciosa y Microbiologia clinica 2018, en prensa) los

regimenes de combinacién que incluyen fosfomicina, como una terapia
complementaria o como primera linea se tradujeron en una alta tasa de éxito
cuando se usan para tratar enfermos con bacteriemias por microorganismos

grampositivos.
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En este trabajo realizamos experimentos in vitro consistentes en curvas de letalidad,
en las que comparamos la actividad de combinaciones basadas en fosfomicina con
combinaciones basadas en la gentamicina, demostrando una mayor actividad de
las combinaciones basadas en la fosfomicina, especialmente aquellas que
incluyeron daptomicina y fosfomicina, que mostraron una enorme eficacia frente a

S. aureus, tanto sensibles como resistentes a meticilina.

Nuestros resultados se correlacionan con datos previos publicados en la literatura.
El grupo del Dr. Ariza publicoé en el afio 2013 los resultados de la combinacién de
daptomicina y fosfomicina en un modelo in vivo de infeccidn protésica, el conocido
como “tissue cage modelo”. Brevemente, este modelo consiste en colocar de
manera subcutanea un dispositivo cuadrado, una “caja” en un animal de
experimentacion (habitualmente una rata wistar). Esas cajas contienen unas
laminas en su interior que pueden ser de distintos materiales (en funcion del tipo de
modelo que se quiera reproducir). Tras inocular dichas “cajas” con bacterias, y
esperar a que se genere un biofilm sobre ellas, se inyectan dosis humanizadas del
antibiotico (o combinaciones de antibitticos) al animal de experimentacion que
difundiran al interior de las cajas, actuando contra el biofilm. Tras los dias
programados de tratamiento se sacrifica al anima y se realiza el recuento bacteriano
para comprobar la eficacia del tratamiento (Garrigos C et al, 2013). En este modelo,
la combinacién daptomicina-fosfomicina fue un tratamiento eficaz, concluyendo los
autores que esta combinacion podria ser un buen régimen alternativo para el
tratamiento de las infecciones protésicas en casos de no poder usarse

combinaciones con rifampicina, tratamiento de eleccidn en las infecciones
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protésicas. Ademas, demostraron que la ser utilizada la fosfomicina en combinacién
con daptomicina no aparecieron resistencias al tratamiento, que si se habia
producido con el uso de fosfomicina en monoterapia. Curiosamente, el efecto
beneficios de la fosfomicina se produce también cuando se utiliza, combinada con
otros antibiéticos, a una concentracion inferior a la CMI de la bacteria, produciendo
un efecto aditivo, disminuyendo asi considerablemente sus potenciales efectos
indeseables en pacientes con infecciones y situaciones clinicas donde no se

puedan usar grandes cantidades de sodio o volumenes de infusion muy altos.

El beneficio de las dosis sub-CMI de la fosfomicina también ha sido descrito por
otros autores. Descourouez et al también han documentado este efecto. Los
autores probaron el efecto de la concentracién por debajo de la CMI de fosfomicina
en combinacién con daptomicina, amoxicilina y linezolid, contra treinta y dos cepas
de Enterococcus faecium con resistencia a la vancomicina, encontrando una buena

actividad de todas las combinaciones.

En nuestro trabajo pretendimos valorar, del mismo modo que estos otros autores,
la eficacia de dosis infra terapéutica de fosfomicina, por lo que, ademas de utilizar
una dosis eficaz (2 x CMI), utilizamos también una dosis infra terapéutica (0,5 x
CMI). Los resultados que obtuvimos son comparables a los previos, con un efecto

sinérgico de la combinacion supra-CMI y efecto aditivo con la combinacion sub-CMI.

En este trabajo, ademas de los datos obtenidos in vitro y, espoleados por ellos, nos

decidimos trasladarlos a la clinica. En un primer momento decidimos utilizar las
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combinaciones de fosfomicina en el tratamiento de pacientes con bacteriemias
persistentes por grampositivos que habian fracasado previamente a otros
tratamientos y, posteriormente, modificamos la pauta de tratamiento inicial de
pacientes con bacteriemias graves por bacterias grampositivas, pasando a utilizar

en primera linea las combinaciones de fosfomicina.

Durante el periodo de estudio de este trabajo tratamos 75 pacientes con
combinaciones de fosfomicina con daptomicina, cloxacilina, linezolid y vancomicina,
mostrando, globalmente, buenos resultados clinicos, incluso en aquellos en los que
el tratamiento con un régimen previo de primera linea habia fracasado. Hasta donde
nosotros sabemos, esta es la serie mas grande de pacientes con infecciones
causadas por microorganismos grampositivos tratados con combinaciones

antimicrobianas que incluyen fosfomicina como parte del esquema terapéutico.

Una de las combinaciones empleadas en nuestro estudio, no evaluada previamente
en la clinica, fue la asociacion de linezolid mas fosfomicina. Basado en datos in vitro
que nuestro grupo habia publicado previamente, donde demostramos la eficacia de
esta combinacion en un modelo PK/PD de vegetaciones endocarditicas simuladas
(Coronado-Alvarez et al, 2015). Los resultados obtenidos en esta serie en aquellos
pacientes con endocarditis infecciosa por enterococos tratados con la combinacién
de linezolid-fosfomicina apoya nuestros resultados in vitro publicados previamente,
confirmando nuestra hipétesis de la traslacionalidad de los resultados in vitro en la

practica clinica.
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Los resultados clinicos de las combinaciones con fosfomicina han sido publicados
previamente, si bien como casos aislados, o series cortas de casos clinicos. En la
década de los afos 80 del pasado siglo, un grupo francés comunico la eficacia de
combinaciones de cefalosporinas y fosfomicina frente cepas de S. aureus y
enterobacterias (Portier et al, 1987). Esta combinacion esterilizé todas las muestras
de LCR evaluadas y se logré la recuperacion clinica en 21 de los 22 pacientes
tratados (95,2%). El mismo grupo, pero previamente (Portier et al, 1985) habian
comunicado la eficacia de cefotaxima 25 mg/kg mas fosfomicina 50 mg/kg de tres
a cuatro veces por dia contra una variedad de infecciones por SARM (tres pacientes
con meningitis, seis con infecciones Gseas y articulares y siete con persistencia de
bacteriemia). Todos los pacientes fueron curados sin recaidas. Los resultados
obtenidos en nuestra serie son compatibles con los datos existentes previamente.
Si bien es cierto que resulta llamativa la eficacia de la combinacion de fosfomicina-
cefotaxima frente a cepas de S. aureus resistente a meticilina y, por tanto,
resistentes a todos los betalactamicos, otros autores han comunicado una gran
eficacia de fosfomicina con otros betalactamicos (del Rio et al, 2014), y en nuestro
estudio in vitro también encontramos dicha eficacia. La combinacion de imipenem
con fosfomicina fue capaz de alcanzar el limite de deteccion de la técnica, indicativo
de erradicacion bacteriana en el modelo, a pesar de tratarse de una cepa de S.
aureus resistente a meticilina. El mecanismo por el cual la fosfomicina es capaz de
revertir la resistencia a los betalactamicos no es del todo bien conocido, pero podria
estar relacionado con la inhibicidn en una de las primeras fases de la sintesis del

peptidoglicano, lo que provocaria una activacion masiva de la PBP2 (Penicillin
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Binding Proteins), lugar principal de actuacion de los betalactamicos frente a S.

aureus, revirtiendo la resistencia a la meticilina (Najioulah F et al, 1992).

La combinacion mas eficaz en nuestro estudio fue la asociacidén de daptomicina con
fosfomicina, tanto en el modelo in vitro como en el estudio clinico. Si bien no es la
primera vez que se describe esta asociacién, si creemos que es el estudio que ha
incluido un mayor numero de pacientes. El grupo de José Maria Mir6, del Hospital
Clinico de Barcelona, publico previamente la eficacia de esta asociacidon
(daptomicina-fosfomicina) en tres pacientes con endocarditis infecciosa (uno con
endocarditis por SASM sobre valvula aortica protésica y dos con endocarditis
valvular nativa por SARM). En los tres casos se tratd de tratamientos de rescate, y
dos de ellos presentaban abscesos perivalvulares, consiguiéndose la erradicacion
de la infeccidn en los tres casos (Mird JM et al, 2012). Asi mismo los autores
realizaron estudios de letalidad con 14 cepas de S. aureus con distintos perfiles de
resistencia [7 SASM, 5 SARM y 2 con sensibilidad intermedia a glicopéptidos (GISA,
del inglés glycopeptide intermediate Staphylococcus aureus)]. La combinacion de
daptomicina mas fosfomicina mostré sinergismo contra el 100% de las cepas SASM

probadas, frente al 60% de los SARM y de un 50% sobre las cepas GISA.

Estos resultados son, globalmente, muy similares a los obtenidos por nosotros,

tanto en el estudio in vitro, como en el estudio clinico lo que contribuye a reforzar y

dar consistencia tanto a los resultados obtenidos, como a la metodologia empleada.
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Para ir concluyendo, nos gustaria ampliar los resultados del estudio comentado con
anterioridad, también del grupo de José Maria Mir6 (del Rio et al, 2014). Los autores
trataron 16 pacientes con infecciones por SARM (bacteriemia complicada o
endocarditis infecciosa), en los cuales habia fracasado la terapia de primera linea,
utilizando como tratamiento de rescate, imipenem mas fosfomicina. En todos los
casos, tras 72h de tratamiento, se produjo una negativizacion los cultivos, siendo la
tasa global de éxito de un 69%. Nuevamente, nuestros resultados son bastante
similares a los descritos por del Rio et al. Las combinaciones empleadas en nuestro
estudio mostraron una negativizacion muy temprana de los cultivos en la mayoria
de los pacientes, sugiriendo una alta actividad bactericida de las combinaciones, y
si bien la tasa de éxito global en nuestra serie fue superior, los resultados pueden
ser considerados similares, ya que algunos de los antibioticos utilizados en nuestra
serie tienen una mayor actividad per se frente a SARM, por lo que es esperable una

cierta mayor eficacia.

Para concluir, no queremos dejar de resaltar lo llamativo de la seguridad de las
combinaciones con fosfomicina. Si es importante que un tratamiento sea eficaz, no
lo es menos que dicho tratamiento sea eficaz y no se asocie con importantes
efectos secundarios. La fosfomicina para administracion intravenosa esta
formulada como sal disddica, por lo que su empleo en dosis elevadas puede dar a
lugar a una sobrecarga de sodio, con el consiguiente riesgo de sobrecarga de
volumen. En nuestra serie, de 75 pacientes, muchos de ellos en situacion de
gravedad clinica, solo tuvimos un efecto secundario grave secundario a esta

sobrecarga de volumen. Una paciente que presento un cuadro de edema pulmonar
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cardiogénico secundario a la sobrecarga de volumen. La paciente precisé de
asistencia en la UCI, recuperandose por completo tras la modificacion del
tratamiento antibiético. Es de senalar que, en el momento de sufrir el edema

pulmonar, la paciente habia negativizado los cultivos.

Este magnifico perfil de seguridad es corroborado por los datos del estudio de del
Rio et al (del Rio et al, 2014), quienes comunicaron también un unico efecto adverso
grave, si bien en su caso, un paciente con cirrosis hepatica, falleci6 como
consecuencia de la sobrecarga de volumen secundaria a la sobrecarga de sodio
que provoca el tratamiento con fosfomicina.

De acuerdo a la ficha técnica de la fosfomicina para administracion intravenosa
(https://www.aemps.gob.es/cima/pdfs/es/ft/50882/FT_50882.pdf), cada gramo de
fosfomicina disddica contiene 330 mg de sodio, por lo que el tratamiento con
fosfomicina a las dosis recomendadas para las infecciones graves (3-4 g de
fosfomicina cada 6-8 horas), conduce a la administracion de 1-1,32 g de sodio cada
6 o cada 8 horas. Es posible que, en algunos pacientes, como en aquellos con
cirrosis hepatica, o en situacion de edema pulmonar cardiogénico establecido, esta
dosis de sodio hace que el empleo de fosfomicina en dosis elevadas no sea la mejor
opcion posible. Sin embargo, hemos de ser conscientes que 500 mL de suero salino
contienen 4,5 g de cloruro sodico, o lo que es lo mismo, 1,77 g de sodio
(https://www.aemps.gob.es/cima/pdfs/es/ft/32773/32773_ft.pdf), por lo que el
tratamiento a dosis plenas de fosfomicina seria equivalente al tratamiento con 1500
mL al dia de suero fisiologico, lo que explica la baja incidencia de sobrecarga de

volumen secundaria al tratamiento con fosfomicina en las series publicadas,
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incluida la nuestra.De nuevo, hemos de admitir la existencia de algunas limitaciones;
si bien a pesar de éstas, relacionadas fundamentalmente con el bajo numero de
episodios incluidos (aunque se trata de la mayor serie publicada hasta la fecha), y
la heterogeneidad de los casos analizados (se han incluido diferentes
microorganismos, diferentes infecciones y diferentes comorbilidades), creemos que
nuestro estudio proporciona datos valiosos sobre el empleo de nuevas
combinaciones antimicrobianas basadas en la fosfomicina para el tratamiento de

infecciones graves por grampositivos.

Finalmente nos gustaria incidir en la traslacionalidad de los datos in vitro. En las
curvas de letalidad practicadas en nuestro laboratorio, las combinaciones con
daptomicina, cloxacilina y linezolid mostraron una buena eficacia, mientras que las
combinaciones con vancomicina no alcanzaron el limite de deteccion, indicativo de
una menor eficacia in vitro. Los resultados clinicos muestran un gran paralelismo a
los hallazgos observados in vitro, lo que sugiere que los estudios in vitro son
capaces de predecir lo que sucedera en la clinica, que es la base la investigacion
traslacional, y la hipétesis que dio origen a los estudios publicados y a esta tesis

doctoral.
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6.- CONCLUSIONES
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El conocimiento de los parametros PK/PD es basico para una correcta
prescripcion antibiética, tanto en cuanto a la dosificacion, como en cuanto a

la eleccion del intervalo de administracion.

El empleo de los antibidticos de acuerdo a estos parametros PK/PD se
asocia con un aumento de la eficacia, una disminucién de los efectos
secundarios y minimiza la posibilidad de aparicion de resistencias a los

mismos por parte de los microorganismos causantes de infecciones.

Los modelos in vitro han demostrado su utilidad para la evaluacion de
nuevos abordajes terapéuticos mediante el empleo de combinaciones
antibidticas que, a priori, no deberian presentar actividad contra
determinadas bacterias, permitiendo encontrar alternativas en situaciones

donde las opciones terapéuticas empezaban a escasear.

El empleo de modelos in vitro permite simular infecciones sobre las que
desarrollar mejores abordajes terapéuticos en funcion de parametros PK/PD,

sin poner en riesgo la salud de pacientes.

El empleo de modelos in vitro permite simular condiciones de gravedad
clinica (elevado in6culo bacteriano, insuficiencia renal, hipoproteinemia)
similares a las que presentan los pacientes criticos, grupo frecuentemente

excluido de los ensayos clinicos habituales.
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6. Los resultados obtenidos en los estudios in vitro son reproducibles en la
practica habitual del trabajo del clinico, demostrando una adecuada
traslacionalidad de los estudios in vitro, objetivo final de cualquier

investigacion clinica.
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