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ABREVIATURAS

AUC: area bajo la curva

BMR: bacterias multirresistentes

BGN: bacilos Gram-negativos

BL: betalactamicos

BL/IBL: betalactamico/inhibidor de betalactamasas

IBL: inhibidor de betalactamasas

BLEE: Betalactamasa de espectro extendido

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

Cmax: concentracion maxima

Chmin: concentracion minima

CMI: concentracion minima inhibitoria

EUCAST: European Committe of Antimicrobial Susceptibility Testing
PK/PD: pharmacokinetic/pharmacodinamic

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
PTZ: piperacilina/tazobactam

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PTA: probabilidad de alcanzar el objetivo

UE: Union Europea
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RESUMEN

En esta tesis se aborda el estudio de la farmacocinética y farmacodinamia de dos
antimicrobianos en bacteriemias por enterobacterias. Por un lado, piperacilina-
tazobactam (PTZ), donde se analiza la variabilidad farmacocinética de este
antimicrobiano en pacientes no criticos con bacteriemias por enterobacterias (BE) y
donde se explora los resultados clinicos previstos y la neurotoxicidad relacionada con
la piperacilina en diferentes situaciones relacionadas con la funciéon renal de los
pacientes. Se incluyeron pacientes hospitalizados, no criticos, tratados con
piperacilina-tazobactam para BE. Se recogieron y analizaron cuatro muestras de suero
por paciente y posteriormente, se desarrolld un modelo farmacocinético poblacional
utilizando el paquete Pmetrics® (software R) para realizar simulaciones de Monte
Carlo de varios regimenes de dosificacion de PTZ: 4 g de piperacilina, administrados
cada 8 h o cada 12 h mediante infusion corta (0,5 h) o larga (4 h), ajustadas a las
diferentes filtraciones glomerulares (TFG) segiin las categorias utilizadas para
clasificar la enfermedad renal crénica (Kidney Disease: Improving Global Outcomes,
KDIGO). Para ello, se calculd la probabilidad de alcanzar el objetivo (PTA) utilizando
concentraciones de farmaco libre por encima de la concentracion inhibitoria minima
(fT>CMI) del 5% para eficacia y los objetivos para la neuro y nefrotoxicidad asociada
a piperacilina. Se incluyeron 27 pacientes (102 muestras), donde las infusiones
prolongadas de piperacilina alcanzaron un PTA>90% (50%fI>CMI) dentro del rango
de sensibilidad, aunque una dosis de carga no mejor6 en gran medida el resultado
esperado. Por otro lado, las infusiones prolongadas redujeron la toxicidad esperada en
pacientes con insuficiencia renal grave y el estudio respalda el uso de infusiones
prolongadas de PTZ en pacientes no criticos con EB. El otro antimicrobiano estudiado
es la fosfomicina y en este estudio describimos la farmacocinética poblacional de

fosfomicina en pacientes con infecciéon bacteriémica de origen urinario (IBTU). El
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analisis realizado identificO regimenes Optimos sobre la base de objetivos
farmacodindamicos y evalud la idoneidad de los puntos de corte de susceptibilidad
para Escherichia coli del Instituto de Estdndares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) y del
Comité Europeo sobre Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST).
Para ello, se analizaron los datos de 16 pacientes con IBTU causada por E. coli
multirresistente (ensayo clinico FOREST) que recibieron fosfomicina intravenosa (4 g
cada 6 horas). Se realizé un analisis farmacocinético poblacional y se realizaron
simulaciones de Monte Carlo utilizando 4 g cada 6 horas y 8 g cada 8 horas. La
probabilidad de alcanzar el objetivo farmacodinamico se evalu6 utilizando objetivos
farmacodindmicos para E. coli para el efecto estatico, la caida de 1 log en la carga
bacteriana y la supresion de la resistencia. El andlisis de consecucion del objetivo
farmacodindmico mostrd una leve mejoria al aumentar la dosis de fosfomicina (4 g
cada 6 horas frente a cada 8 horas), demostrandose el éxito para disminuir la carga
bacteriana de 1 log en 89 % a 96 % (puntos de corte EUCAST) y 33 % a 54 % (puntos
de corte CLSI) de los pacientes, sin embargo, no pudieron alcanzar los objetivos de
supresion de la resistencia bacteriana. Las concentraciones de fosfomicina son muy
variables, hecho que se explica parcialmente por la insuficiencia renal. Por tanto, el
presente trabajo respalda el uso de 4 g cada 6 horas como un régimen eficaz para el
tratamiento de pacientes no criticos con IBTU causada por E. coli multirresistente, ya
que dosis mas altas podrian aumentar la toxicidad, pero no aumentar

significativamente la eficacia.

Como conclusiones sobre PTZ, se ha desarrollado un modelo farmacocinético
poblacional de PTZ en pacientes con bacteriemias por enterobacterias, donde el
aclaramiento de creatinina la tnica covariable que explica la variabilidad en las
concentraciones observadas, ademas los datos obtenidos muestran que es menos
probable que el régimen de dosificacion sugerido actualmente en la ficha técnica del

tarmaco (infusion corta) alcance el objetivo farmacodindamico en pacientes con funcién

14



Vicente Merino Bohérquez RESUMEN

renal normal o insuficiencia renal grave, siendo la administracién en infusion
prolongada la forma Optima para la consecucion del objetivo PK-PD y el impacto de
las estrategias de administracion en infusién prolongada tienen un riesgo bajo de
desarrollar eventos adversos (neurotoxicidad o nefrotoxicidad). En cuanto a
fosfomicina, las concentraciones de fosfomicina son muy variables y dependen en
cierta medida del grado de disfuncién renal, siendo las pautas de dosificacion de
fosfomicina de 4 g cada 6 horas u 8 g cada 8 horas suficientes para alcanzar el objetivo
farmacodinamico definido como predictor de eficacia, pero también dosis mas altas
podrian aumentar la toxicidad sin beneficio asociado. Este estudio sugiere que puede
ser necesaria una revision de los puntos de corte de EUCAST y CLSI para algunos

contextos clinicos y subgrupos de pacientes.
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1. Introduccion

1.1 Relacién farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) de
antimicrobianos

A mediados del siglo XX comenzo6 a crearse una conciencia creciente de la
necesidad de ir mas alld del concepto basico de la relacion dosis-respuesta
cuando un antimicrobiano era administrado a un paciente, para reconocer que la
explicacion ultima de la respuesta bioldgica estaba mas alla. Esto inicio el
movimiento que intentaba vincular la respuesta con la concentracion de farmaco
en un fluido bioldgico, constituyendo el comienzo de la era farmacocinética-
farmacodindmica (PK-PD)"2 Las investigaciones desarrolladas en este campo
han permitido la generacion de conocimientos relevantes sobre la naturaleza de
la relaciéon PK-PD que describe el vinculo entre la exposicion in vivo a un
antibiotico y el efecto antimicrobiano resultante. Comprender esa relacién es
fundamental en el desarrollo preclinico y clinico de un nuevo antibidtico ya que
es la clave para la decision sobre los regimenes de dosificacion que se evaluaran
en los ensayos clinicos y, posteriormente, los que serdn incluidos en la ficha
técnica del producto en el momento que se aprueba para una indicacion por parte
de las agencias reguladoras®*. Una vez autorizado el antibidtico para su uso
clinico, el conocimiento de la relacion PK-PD permite el seguimiento de la
exposicion al mismo en un paciente en tratamiento, comunmente evaluado
mediante la medicion de la concentracion del fdrmaco en plasma y la
optimizacién del régimen de dosificacion con el objetivo de lograr un nivel de
exposicion que se considera probable que maximice la eliminacidn de bacterias y

minimice la aparicion de resistencias al antibiotico>®.
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Los primeros estudios sobre la administracion oral y parenteral exitosa de
penicilina, el primer antibidtico betalactamico utilizado clinicamente, a pacientes
infectados se desarrollaron durante la Segunda Guerra Mundial”®. En los afos
posteriores, algunos autores publicaron los resultados de estudios desarrollados
en modelos de infeccion animal y en los que se investigaron una multitud de
factores que consideraron clave por su influencia en la respuesta antibacteriana
de la penicilina®?®. En los afios cincuenta, el Dr. Harry Eagle fue uno de los
maximos exponentes en este campo, llevando a cabo el desarrollo de
experimentos relevantes que demostraron que la supervivencia de animales con
una variedad de modelos de infecciones animales diferentes dependia no solo de
la dosis de penicilina sino también del intervalo de dosificacion, del sitio de
infeccion, de la duracion de la infeccidn, del estado inmunologico del huésped y
del indculo bacteriano'®213. Aunque es cierto que Eagle no midid las
concentraciones de penicilina en los modelos de infecciones animales, se percato
claramente de la relacion del patron temporal de exposicion in vivo al antibidtico
con los diferentes regimenes de dosificacion. En base a estas observaciones
experimentales afirmd que “el principal determinante de la actividad terapéutica
es el tiempo durante el cual el fdrmaco permanece en concentraciones efectivas
en el foco de la infeccion” y, sorprendentemente, fue el primero en sugerir que la
perfusion continua de penicilina probablemente sea la mas forma mas efectiva
de administrar este farmaco a los pacientes'>. Desde hace pocos afios, se ha
demostrado que esta forma de administrar los antibidticos betalactdmicos se
relaciona con una menor mortalidad hospitalaria en comparacion con la

dosificacion intermitente en pacientes criticos con sepsis grave'e.

Estos estudios desarrollados por Eagle y los de otros pioneros de la farmacologia
antimicrobiana fueron el origen del concepto de relaciones PK-PD de los
antimicrobianos que dieron lugar a la definicion de la actividad antibacteriana

dependiente del tiempo y de la concentracion'?'. Posteriormente, el grupo de
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William Craig publico los primeros estudios PK-PD sobre rangos de dosis y de
fraccionamiento de dosis en un modelo de infeccion murino
neutropénico. Usando este enfoque, el equipo investigador buscéd la
diferenciacion y clasificacion entre tres posibles indices PK-PD de actividad
antimicrobiana, los cuales fueron: la razon entre la concentracion maxima (Cmax)
del antimicrobiano en plasma y la concentracién minima inhibitoria (CMI) del
mismo (es decir, Cmax/CMI), la razén entre el area bajo la curva (AUC) de
concentracion plasmatica-tiempo y la CMI (es decir, AUC/CMI) y el porcentaje
de tiempo durante el cual la concentracion plasmatica excede la CMI (es decir,
%fT>CMI). En los estudios en animales de referencia, los autores consideraron
que la actividad antimicrobiana de los aminoglucésidos se correlaciona mejor
con el pardmetro AUC/CMI, mientras que para los betalactdmicos la actividad
antibacteriana se correlaciond con %fI>CMI'. Desde ese momento, diferentes
estudios han identificado el indice PK-PD relevante de numerosos
antimicrobianos en una variedad de clases, y utilizando esa informacién en su

desarrollo y uso clinico, tal y como se puede ver en la tabla 1'%,

Tabla 1. Indice PK-PD relacionados con eficacia clinica antimicrobiana y toxicidad.

Adaptado de Abdul-Aziz et al®.

Clase de antimicrobiano  Indice  Objetivo PK- Objetivo PK-  Umbral
PK-PD PD predictor PD predictor PK-PD

eficacia eficacia clinico predictor
preclinico de
toxicidad
Aminoglucésidos
Amikacina AUCo-  AUCo Cmax/CMIZ8-10 | Cmin>5
24/CMI | 24/CMI:80-100 mg/L?
Gentamicina/tobramicina AUCo-  AUCo- Cmax/CMIZ110  Cmin>5
24/CMI  24/CMI:80-100 Cma/CMI=8-10 mg/L?
Betalactamicos
Carbapenémicos % 40% fT>CMI  50-100% Cumin> 44

fT>CMI fT>CMI mg/LP
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Cefalosporinas % 60-70% 45-100% Cmin> 20
fI>CMI | fT>CMI fI>CMI mg/Le

Penicilinas % 50% fT>CMI  50-100% Cmin> 361
fI>CMI fI>CMI mg/Ld

Cotrimoxazol Poco Poco claro Poco claro Poco claro
claro

Daptomicina AUCo-  AUCo AUCo- Cnmin> 24
2#/CMI  24/CMI=517 2/CMI>666 mg/Le

Fluorquinolonas AUCo- | AUCo AUCo- Poco claro

2#/CMI | 24/CMI=100 2/CMI>125-250
Cmax/CMI>8 Cmax/CMI>12

Glicopéptidos
Teicoplanina AUCo- | AUCo- Cmin>10mg/L  Poco claro
2/CMI 24/CMI>610
Vancomicina AUCo- AUCo- AUCo- AUCo-
2#/CMI | 24/CMI:86-460 @ 24/CMI>400 24>700
Cmin>10-20 mg*h/Lf
mg/L Cumin>20
mg/Lf
Linezolid AUCo | AUCo. AUCo AUCo
24/CMI | 24/CMI=100 24/CMI:80-120 24>3008
>85% fI>CMI mg*h/L
Cumin>7
mg/Ls
Polimixinas
Colistina AUCe | fAUCo No disponible | Cmin>2,4
2#/CMI | 24/CMI:6,6- mg/Lf
13,7
fAUCo-
24/CMI:3,5-
17,6
Polimixina B AUCe  fAUCo No disponible  AUCo-
2#/CMI | 24/CMI:6,6- 2>100
13,7 mg*h/Lf
fAUCo-
24/CMI:3,7-28

AUCo-24/CMI=relacion entre el drea bajo la curva de concentracion-tiempo durante
un periodo de 24 horas y la concentracion minima inhibitoria; Cmax/CMI = relacion
entre la concentracion maxima del farmaco y la concentracion minima inhibidora;
Cumin=concentracion minima del farmaco; fAUCo-24/MIC=fraccion libre (concentracion
del farmaco no unido) del drea bajo la curva de concentracion-tiempo durante un
periodo de 24 h hasta la concentracion minima inhibitoria; fI>CMI = duracién del
tiempo en que la concentracion del farmaco libre permanece por encima de la CMI
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durante un intervalo de dosificacion; * Nefrotoxicidad u ototoxicidad,; * Sélo hay datos
disponibles para meropenem y relacionados con nefrotoxicidad o neurotoxicidad;
¢ Datos solo disponibles para cefepima y relacionados con neurotoxicidad; ¢ Datos
principalmente  sobre piperacilina y relacionados con nefrotoxicidad vy
neurotoxicidad;® Miopatia indicada por elevacion de la creatinfosfoquinasa;
f Relacionado con la nefrotoxicidad,; ¢ Relacionado con la toxicidad hematoldgica;
" Exposicion contra Pseudomonas aeruginosa; ' Exposicion contra Acinetobacter
baumannii.

Actualmente, las agencias reguladoras requieren la inclusion de datos de
estudios no clinicos de PK-PD para la aprobacion de nuevos antibioticos®*. El
indice PK-PD predictor de eficacia y el valor objetivo de ese indice para diversas
magnitudes de actividad antibacteriana (generalmente considerada como estasis
o reduccion de 1 0 2 logen los recuentos de células bacterianas viables) han sido
utilizados durante muchos afos para este objetivo. Las utilidades de los indices
PK-PD predictores de eficacia incluyen la informacién que proporcionan sobre
varios pasos importantes en el desarrollo de nuevos antibidticos, especialmente
la elecciéon de regimenes de dosificacion que se exploraran en estudios
clinicos?, la posibilidad de determinar los “puntos de corte PK-PD” de
antimicrobiana®? y, finalmente, la traduccion al entorno clinico para seleccionar
un objetivo de exposicidon del antimicrobiano, generalmente en plasma, en la

atencion de rutina de los pacientes®?.

1.2 Las resistencias bacterianas y el rescate de viejos
antimicrobianos

1.2.1 Las resistencias bacterianas como problema global

Estudios en muestras de permafrost han demostrado la existencia de genes de
bacterianos de resistencia de hace 30.000 afos, lo que se interpreta como que el

origen de la mayoria de mecanismos de resistencia en las bacterias no se debe al
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uso clinico de los antimicrobianos, sino que este uso favorece la diseminacion de
las resistencias mediante la presion de seleccion??. Este complejo fendmeno
ecologico, depende de los individuos, de las cepas bacterianas y de los
mecanismos de resistencia®. Por otro lado, los “viejos” antimicrobianos y los mas
novedosos se diferencian en el impacto sobre la aparicion y propagacion de

bacterias resistentes®.

Por tanto, la resistencia a los antimicrobianos representa un desafio permanente
con un enfoque multidisciplinar que incluya: la innovacion en el campo de la
biomedicina, la mejora de la vigilancia sobre el consumo de antimicrobianos y de
las tasas de resistencia a los mismos, la prevencién de las infecciones
relacionadas con la asistencia sanitaria y la transmision de bacterias
multirresistentes (BMR) y la diseminacién ambiental, el diagnostico
microbioldgico rdpido, y la reduccion debida al mal uso de antimicrobianos en
humanos y en animales. Actualmente, un tema preocupante es que la resistencia
bacteriana a los antimicrobianos sigue aumentando, pero desafortunadamente el

ritmo de desarrollo de nuevos antimicrobianos esta disminuyendo.

Por otro lado, el descubrimiento de la penicilina por parte de Alexander Fleming
en 1928 fue un crucial para la entrada en la era moderna del tratamiento de las
infecciones bacterianas®. El origen de los antimicrobianos se remonta a algunas
décadas atrds y desde entonces han sido muy relevantes para impedir el
crecimiento de microorganismos patogenos. No fue hasta la década de 1960
cuando la resistencia a los antimicrobianos comenzo6 a tomar relevancia, cuando
varias enterobacterias y otras Gram-negativas desarrollaron resistencia a
farmacos comunmente utilizados. Actualmente, la resistencia a los
antimicrobianos es una de las mayores amenazas para la salud humana en todo
el mundo, puesto que reduce drasticamente las posibilidades de tratar
eficazmente las infecciones con los antibidticos disponibles y esto se asocia con

un aumento en la morbilidad y la mortalidad relacionadas con las enfermedades
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bacterianas comunes®. El gobierno del Reino Unido encargo la elaboracion del
informe O'Neill, el cual reveld que, sin una repuesta urgente al aumento de las
resistencias, en el afio 2050, morirdn 10 millones de personas al afo a causa de

infecciones generadas por bacterias multirresistentes a los antimicrobianos®.

En la figura 1 se pretende reflejar la cronologia del descubrimiento de

antimicrobianos y la aparicion de resistencias.
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Figura 1. Evolucion cronologica que muestra la década en que aparecieron nuevas clases
de antimicrobianos a la practica clinica®. Los antimicrobianos aparecen en color segiin
sea su origen: verde=actinomicetos, azul=otras bacterias, morado=hongos y
naranja=sintético. En la parte inferior de la linea temporal, aparecen fechas clave
relacionadas con el descubrimiento de antibiéticos y la resistencia a los antimicrobianos,
incluidos los primeros informes de cepas de Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA), enterococos resistentes a la vancomicina (VRE), S. aureus resistente

a la vancomicina (VRSA) y la resistencia a Enterobacteriaceae.
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El ritmo de descubrimiento de nuevos antimicrobianos se ha enlentecido de
manera alarmante. A ello contribuyen la dificultad de encontrar nuevas dianas
terapéuticas y la falta de inversion en el desarrollo de nuevos farmacos por parte
de la industria farmacéutica. La incorporacién de herramientas genomicas y
técnicas bioinformaticas puede ayudar a la identificacion de nuevas dianas
mediante el conocimiento de los genomas bacterianos; la busqueda de estrategias
no antibidticas (fagos, anticuerpos monoclonales, farmacos antivirulencia,
vacunas, etc.) podria permitir encontrar soluciones diferentes a las que hasta
ahora se han utilizado. Sin embargo, el problema es acuciante: el sobreuso de
antibidticos en medicina humana, la eliminacion de antibidticos o productos
relacionados sin respetar las normas y reglamentos al respecto, la transmision de
microorganismos y genes de resistencias a los antibidticos entre pacientes en los
hospitales y centros sociosanitarios, los sistemas de higiene y saneamiento
inadecuados, la utilizacion excesiva de antibidticos en la agricultura y ganaderia
(animales de corral, acudticos, etc.) y los viajes internacionales son algunos de los
factores que contribuyen al aumento de resistencias en la comunidad humana y
animal®. Por tanto, estos hechos contribuyen a un aumento importante de las
resistencias a nivel ambiental, lo cual constituye una grave preocupacion

mundial?.

La resistencia a los antimicrobianos, por tanto, se considera una amenaza a la
esencia misma de la medicina moderna y a la sostenibilidad de una respuesta de
salud publica mundial eficaz ante la amenaza persistente de las enfermedades
infecciosas®. Los antimicrobianos eficaces son imprescindibles para las medidas
preventivas y curativas, para proteger a los pacientes frente a enfermedades
potencialmente mortales y para garantizar que se puedan llevar a cabo
procedimientos complejos, como la cirugia y la quimioterapia, con riesgos
asumibles. Sin embargo, la mala utilizacion y el abuso continuado y sistematico

de los antimicrobianos, tanto en la medicina como en la produccion de alimentos,
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han puesto en riesgo a todas las naciones”. Sin medidas armonizadas e
inmediatas a escala mundial avanzamos hacia una era post-antibidtica en la que

infecciones comunes podrian volver a ser mortales.

En Espana, en el afio 2014, se cre6 el Plan Estratégico y de Accion para Reducir el
Riesgo de Seleccion y Diseminacion de la Resistencia a los Antibidticos dentro del
primer Plan Nacional de Resistencias a Antibiodticos, que surgio de la necesidad
a nivel europeo de establecer una estrategia comun para valorar y afrontar el
problema de desarrollo de resistencias a los antibioticos, concretandose una serie

de acciones, necesarias para afrontar este grave problema®.

Por otro lado, la Asamblea Mundial de la Salud de mayo de 2015 adopté un plan
de accion mundial sobre la resistencia a los antimicrobianos en el que se

establecen cinco objetivos®:

- Mejorar la compresidn y concienciacion con respecto a la resistencia a los
antimicrobianos a través de una educacion, comunicacion y formacion
efectivas.

- Reforzar la base cientifica y los conocimientos a través de la vigilancia y la
investigacion.

- Disminuir la incidencia de las infecciones con medidas eficaces de
saneamiento, higiene y prevencion de las infecciones.

- Utilizar de forma adecuada los medicamentos antimicrobianos en la salud
humana y animal.

- Preparar argumentos economicos a favor de una inversién sostenible que
tenga en cuenta las necesidades de todos los paises, y aumentar la
inversion en nuevos medicamentos, medios de diagndstico, vacunas y

otras intervenciones.

Por otro lado, el 11 de marzo de 2020, la OMS declar6 de manera global, la

pandemia de la enfermedad por coronavirus (COVID-19) causada por un nuevo
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coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2)#4., Sin
embargo, en noviembre del mismo ano, se desarroll6 la Semana Mundial de
Concienciacion sobre los Antimicrobianos, donde se destacO el lema
'Antimicrobianos: manéjelos con cuidado' cuyo objetivo, era alertar sobre el uso
correcto de los antimicrobianos, ya que, durante la pandemia, el uso indebido o
excesivo de antibidticos podria aumentar, aumentando también las

resistencias*2.

1.2.2  Viejos antimicrobianos potencialmente utiles en las infecciones causadas
por bacterias Gram negativas

En un contexto de falta de alternativas terapéuticas motivada por la diseminacion
de resistencia y falta de desarrollo de nuevos antimicrobianos, la reintroduccion
de antibidticos “olvidados” (generalmente debido a que fueron sustituidos por
farmacos muy activos y bien tolerados) que mantienen actividad contra las BMR
representa una estrategia atractiva®. Sin embargo, dado que estos
antimicrobianos “antiguos” no fueron sometidos a los procedimientos actuales
de desarrollo de fdrmacos antimicrobianos, o no se han comparado con los
antimicrobianos actuales de uso comun, se suelen tener menos en cuenta en la
practica clinica y, por lo tanto, su eficacia y seguridad deben ser reevaluadas para

optimizar la terapia.

Dentro de las resistencias, quizds la mayor preocupacion actual estd en las
infecciones causadas por BMR Gram-negativas, cuya incidencia ha aumentado
en todo el mundo de forma alarmante durante las tltimas décadas. Asi, la Red
Europea de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (EARS-Net),
informd en 2020, que mas de la mitad de los aislados de Escherichia coli notificados
y mas de un tercio de los aislados de Klebsiella pneumoniae eran resistentes, al
menos, a un grupo de antimicrobianos bajo vigilancia, y que la resistencia

combinada a varios grupos de antimicrobianos estaba siendo un hecho frecuente.
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De hecho, entre los grupos de antimicrobianos bajo vigilancia para ambas
especies, el numero de resistencias fueron generalmente mas altos en K.
pneumoniae que en E. coli. Asi, la resistencia a los carbapenémicos siguio siendo
rara en E. coli, pero casi una cuarta parte de los paises de la UE, notificaron
porcentajes de resistencia a carbapenémicos superiores al 10% para K.
pneumoniae. Esta resistencia a los carbapenémicos también fue comun en P.
aeruginosa y Acinetobacter spp. y en un porcentaje mayor que en K. pneumoniae*.
De especial importancia para la salud publica es la propagacion de
betalactamasas de espectro ampliado, que confieren resistencia a la mayoria de
los betalactdmicos (incluso a los carbapenémicos en el caso de algunos de ellos)
y se asocian con frecuencia a la resistencia a otros grupos de antibidticos en
aislados de Enterobacteriaceae tanto de la comunidad como de entornos
sanitarios. En este contexto, es esencial optimizar nuestro arsenal antibacteriano
y reconsiderar los antibidticos disponibles que puedan ser tutiles mediante un
mejor conocimiento de su eficacia, seguridad y dosificacion*#. Pasamos a
describir algunos antibidticos “olvidados” que pueden resultar potencialmente
utiles para el tratamiento de infecciones causadas por BMR Gram-negativas, ya
sea en monoterapia o en combinacion y puesto que los antimicrobianos objetivo
de esta tesis son piperacilina-tazobactam (PTZ) y fosfomicina, los abordaremos a

continuacion.

Betalactamicos /Inhibidores de betalactamasas (BL/BLI)

En general, se considera que los carbapenémicos son los farmacos de referencia
para el tratamiento de infecciones invasivas causadas por Enterobacterales
resistentes a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion. De hecho, dada su alta
eficacia, cabe preguntarse si es necesario disponer de alternativas a los
mismos. La respuesta es que si. La alta incidencia de infecciones causadas por

Enterobacterales resistentes a cefalosporinas ha conllevado un muy importante
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aumento en el consumo de carbapenemes;*” por otro lado, la resistencia a los
mismos estd claramente en aumento*. Aunque pueda ser discutible hasta qué
punto la diseminaciéon de organismos resistentes a los carbapenémicos esta
causada por el aumento en el consumo de estos fadrmacos, es evidente que existe,
al menos, un efecto causal parcial. De hecho, hace tiempo que se sabe que “to
squeeze the ballon” (estrujar el globo) en el uso de antibioticos, es decir, usar un
solo grupo de antibioticos para tratar bacterias resistentes, es una mala idea dado
que originard diseminacion de las resistencias a este grupo* y esto es
probablemente lo que estd sucediendo.Por tanto, consideramos que es
absolutamente necesario encontrar alternativas a los carbapenémicos para estos

microroganismos®.

En la discusion sobre qué antibidtico usar en estas infecciones, es clave reconocer
que el espectro clinico de estas infecciones es amplio, asi, en un extremo
tendriamos pacientes con infecciones dificiles de tratar y/o pacientes con shock
séptico, como la neumonia asociada a la ventilaciéon mecanica o la meningitis. En
cuyo caso, es crucial alcanzar una exposicion temprana eficaz a un farmaco
completamente activo en el lugar de la infeccidn. Sin embargo, en el otro extremo,
tenemos pacientes con infecciones urinarias o biliares leves o en las que es posible
un control adecuado y precoz del foco de infeccién y para los cuales disponemos
de antibidticos que alcanzan concentraciones adecuadas en el lugar de la
infeccion. En la era moderna donde el rumbo es claro hacia una medicina
individualizada, el tratar a todos los pacientes de la misma forma, probablemente
no estaria justificado.Por ello, se ha sugerido que se deben considerar
alternativas a los carbapenémicos segun las caracteristicas del paciente y el tipo

de infeccién.

La lista de alternativas potenciales incluye medicamentos que son activos contra
la mayoria de las Enterobacterales resistentes a las cefalosporinas, incluyendo

algunos betalactdmicos (combinaciones antiguas y nuevas de -
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betalactdmicos/inhibidores de betalactamasas [BL/IBL], cefamicinas para los
productores de BLEE y cefepima para los productores de AmpC, temocilina para
ambos) y no Dbetalactdmicos (tigeciclina, aminoglucdsidos, fosfomicina,
trimetoprim/sulfametoxazol y  fluoroquinolonas). Actualmente genera
controversia que alguno de estos farmacos puede usarse para tratar a algunos
pacientes con infecciones por Enterobacterales resistentes a cefalosporinas y esta

es la razdn de este debate®.

- Piperacilina-tazobactam

o Estructura quimica

La piperacilina sodica es un antibidtico betalactdimico desarrollado en 1977 por
Ueo et al en Toyama Chemical Company Ltd de Japon. El nombre quimico de la
piperacilina  sédica es [25-[2a, 5a,  6p(5*)]]-6-[[[[(4-etil-2,3-diox01-
piperazinil)carbonil-amino] fenilacetil]Jamino] de sodio-3,3-dimetil-7-oxo-4-tia-1-
azabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxilato y que originalmente se la conocia como
T1220. La piperacilina es un derivado de la acilampicilina y es similar en muchos
aspectos a las carboxipenicilinas, carbenicilina y ticarcilina comercializadas
anteriormente en Estados Unidos, la dos ureidopenicilinas, mezlocilina y
azlocilina, y los agentes (similares) a las cefalosporinas de tercera generacion
cefotaxima, moxalactam y cefoperazona (esta ultima no se comercializé y es
estructuralmente similar a piperacilina)®. Por otro lado, tazobactam pertenece a
la familia &cidos penicildnicos y de los triazoles y estd relacionado

funcionalmente con sulbactam (acido conjugado de tazobactam).

Las estructuras quimicas estan representadas en la figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de: a) piperacilina b) tazobactam®.

o Mecanismo de accion

La piperacilina es una penicilina semisintética de amplio espectro, que ejerce su
actividad bactericida mediante la inhibicion de la sintesis de la pared celular y de
los septos. Por otro lado, el tazobactam tiene la capacidad de inhibir varias
betalactamasas, que suelen producir resistencia a las penicilinas y a las
cefalosporinas, sin embargo, no tiene capacidad inhibitoria de las enzimas AmpC
o metalobetalactamasas. Tazobactam amplia el espectro antibiotico de la

32



Vicente Merino Bohorquez Introduccion

piperacilina, de forma que incluye numerosas bacterias productoras de

betalactamasas que han adquirido resistencia a la piperacilina sola®.

o Espectro de actividad antimicrobiano

La combinacion de tazobactam, un inhibidor de la betalactamasa, con la
piperacilina restablece con éxito la actividad de la piperacilina contra las bacterias
productoras de betalactamasas. Tazobactam tiene buena actividad inhibidora
contra las betalactamasas de tipo II, III, IV y V de Richmond y Sykes, la
penicilinasa estafilocdcica y las betalactamasas de espectro extendido. Ademas,
ha demostrado tener actividad contra las betalactamasas cromosdmicas de clase
Ic, sin embargo, su actividad es limitada contra el resto de las enzimas de clase I.
Asi, los estudios de cinética enzimatica confirman que el tazobactam actiia como
un inhibidor irreversible contra las principales clases estructurales de
betalactamasas. A diferencia del acido clavuldnico, que tiene una actividad
inductora de moderada a fuerte frente a las betalactamasas cromosdémicas de las
enterobacterias, el tazobactam solo tiene una actividad inductora de enzimas de
débil a moderada, teniendo, ademas, poca actividad antibacteriana intrinseca y
demostrandose que amplia el espectro de actividad de la piperacilina contra
bacterias que producen betalactamasas mediadas por cromosomas y plasmidos®.
De hecho, en varios estudios se ha observado sinergia entre ambos agentes,
siendo, la combinacion de 4 a 32 veces menos activa contra cepas productoras de
enzimas cromosdmicas en comparacion con enzimas mediadas por plasmidos, y
teniendo una actividad especifica de cepa contra bacterias Gram-negativas con
betalactamasas cromosomicas de clase I inducibles®. Sim embargo, se ha
observado una sensibilidad disminuida a PTZ en microorganismos que
desarrollan mas de un mecanismo de resistencia. Ademas, PTZ posee un amplio
espectro de actividad que engloba a muchas enterobacterias y otras bacterias

Gram-negativas, de hecho, las cepas resistentes incluyen Enterobacter spp., P.
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aeruginosa que es sensible a PTZ, sin embargo, la combinaciéon tiene poca

actividad frente Stenotrophomonas maltophilia. Las bacterias Gram-positivas

sensibles a PTZ, incluyen Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes y

estreptococos. Ademas, es importante destacar que la PTZ tiene buena actividad

contra Bacteroides fragilis y otras bacterias anaerobias®%.

o Mecanismos de resistencia a betalactamicos

La resistencia de las enterobacterias a los antibidticos BL puede ser debida a

varios mecanismos, que en ocasiones se asocian:
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a) Hidrdlisis del antibiotico mediante betalactamasas: la produccién de

betalactamasas es el mecanismo de resistencia mds importante en
enterobacterias a los antibioticos. Las betalactamasas son responsables de
la mayor parte de fracasos terapéuticos debido a que hidrolizan el anillo
betalactamico al unirse al grupo carboxilo y romper el enlace amidico del
anillo, lo cual hace que se pierda la capacidad de union a las proteinas de
union a la penicilina (PBP) . En funcion de su estructura molecular, se
conocen cuatro grupos de betalactamasas: clase A (serin-betalactamasas),
B (metaloenzimas), C (serin-cefalosporinasas) y D (serin-oxacilinasas)®'.
Por otro lado, la actividad enzimatica depende de un residuo de serina en
las betalactamasas de las clases A, C y D y de uno o dos iones de zinc en
las de la clase B, hecho, por el que a estas ultimas se les denominan
también metalobetalactamasas®. Por otro lado, las betalactamasas pueden
clasificarse atendiendo a su capacidad para hidrolizar diversos sustratos
y a la inhibicion por diferentes compuestos en tres grupos funcionales: 1,
2y 3 (tabla 2)%0. Atendiendo a sus aspectos clinicos, las enzimas de mayor
interés en enterobacterias corresponden a tres grupos: betalactamasas de

espectro extendido (BLEE), enzimas de clase C y carbapenemasas® .
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Tabla 2. Clasificacion ~ de  betalactamasas ~ de  interés  clinico®.

Grupo Clase Sustratos de referencia Inhibicién Tipe de enzima Ejemplos

. (el \
funcional? melecular (familias/representantes)

AC- EDTA

TZB
1 C Cefalosporinas - Cefalosporinasas AmpCsFOX, DHA,
cromosomicasCefamicinasas ACT...
plasmidicas
2a Penicilinas + Penicilinasas PC1
2b PenicilinasCefalosporinas-  + Penicilinasas de amplio espectro TEM-1, SHV-1
1G
2be A Cefalosporinas- + BLEE TEM, SHY, CTX-M...
EEMonobactimicos
2br Penicilinas - TEM resistentes a inhibidares TEM-30...
2ber A Cefalosporinas- - BLEE resistentes a inhibidores TEM-50...
EEMonobactamicos
2c A Carbenicilina + Penicilinasas PSE-1
2ce A CarbenicilinaCefepima + Penicilinasas-cefepimasas RTG-4
2d D Oxacilina + Oxacilinasas OXA-1, OXA-10...
2de D Cefalosporinas-EE + Oxacilinasas de espectro extendido  OXA-11...
2df D Carbapenémicos + Carbapenemasas tipo OXA OXA-23, OXA-48...
2e A Cefalosporinas-EE + Carbapenemasas Ceph
2f A Carbapenémicos + Carbapenemasas KPC, IMI, GES-6...
3 B Carbapenémicos - Carbapenemasas IMP, VIM, NDM...L1,

CphA...

AC/TZB: dcido clavuldnico/tazobactam; BLEE: betalactamasas de espectro extendido; Cefalosporinas-EE:
cefalosporinas de espectro expandido; Cefalosporinas-1G: cefalosporinas de primera generacién. Los grupos

de especial importancia aparecen en negrita.

a La ultima clasificacion funcional no incluye un grupo 4 previamente reconocido que integraba enzimas

mal caracterizadas

b) Alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa: los antibioticos
BL atraviesan la membrana a través de canales proteicos denominados
porinas y, una vez en el espacio peripldsmico, se unen a las PBP diana. Las
mutaciones en las porinas originan una disminucion de la concentracion
de antibidtico en el interior de la célula, lo que reduce significativamente

su capacidad de accion®.
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c) Bombas de expulsion activa: el farmaco que entra en el espacio
periplasmico se bombea de vuelta a través de la membrana externa por

medio de bombas de expulsion®.

d) Disminucion de la afinidad del antibiotico a las PBP: las PBP pueden sufrir
pérdida de afinidad por los BL a consecuencia de las mutaciones que

afectan a su estructura terciaria.

En los anos setenta y ochenta se investigaron moléculas con capacidad de resistir
la accion de las betalactamasas (como determinadas cefalosporinas o
carbapenemas) o de inhibir su accién (IBL). Los IBL son eficaces en la inhibicién
de las denominadas de amplio espectro como TEM-1, TEM-2 y SHV-1 y sus
variantes de espectro extendido (BLEE), asi como las BLEE tipo CTX-M. Sin
embargo, las enterobacterias rapidamente desarrollaron variantes de
betalactamasas capaces de evitar la accion de los IBL. La resistencia a los
inhibidores de las betalactamasas de clase A y sus combinaciones comerciales con
antibioticos  betalactdmicos (amoxicilina-dcido clavuldnico, ampicilina-
sulbactam, ticarcilina-acido clavuldnico, cefoperazona-sulbactam y piperacilina-
tazobactam) puede surgir como consecuencia de diferentes mecanismos. En
algunos casos, pueden existir mecanismos de resistencia intrinsecos debidos a la
produccion natural de diferentes betalactamasas cromosdmicas que no son
inhibidas (o lo son débilmente) por estos IBL, como las betalactamasas AmpC en
Enterobacter,  Citrobacter,  Serratia, ~ Morganella 'y P. aeruginosa, o0
metalobetalactamasas como L1 en Stenotrophomonas maltophilia®. En otros casos,
la hiperproduccién de betalactamasas cromosdmicas constitutivas también
puede reducir la actividad de las combinaciones de BL/BLI de betalactamasas,
como, por ejemplo, ocurre con la hiperproduccion de AmpC en E. coli y la
hiperproduccion de SHV-1 en aislados de K. pneumoniae’72. La hiperproduccion

de betalactamasa TEM-1 debido a la presencia de promotores altamente
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eficientes o a la presencia del gen bla correspondiente en diferentes copias puede
resultar en la pérdida de sensibilidad a la amoxicilina-acido clavulanico (AMC)
y otras combinaciones de BL/BLI. En el primer caso, se han descubierto fuertes
promotores con las enzimas TEM-1y TEM-2 y sus correspondientes variantes de
BLEE, asi como con SHV BLEE”7°. También se ha descrito hiperproduccion de
variantes SHV-1 o SHV BLEE, pero con menor frecuencia que la de TEM-1747¢, Sin
embargo, la presencia simultanea de una BLEE y una betalactamasa de amplio
espectro no es un evento infrecuente, este hecho, aumenta la cantidad neta de
betalactamasa que debe ser inhibida por el IBL, reduciéndose ligeramente la
sensibilidad a las combinaciones de BL/BLI””. En E. coli , puede surgir resistencia
a BL/BLI si se producen enzimas sensibles en combinacidon con deficiencias de
permeabilidad que involucran las porinas OmpF y/o OmpC’. Asi, la falta de una
o dos de estas porinas no afecta significativamente la sensibilidad de ninguno de
los antibioticos BL, solos o combinados, sin embargo, cobra especial relevancia
cuando ambos se asocian en presencia de una betalactamasa. Ademas, la
presencia concomitante de diferentes betalactamasas también afecta a las
combinaciones de BL/BLI. Este hecho cobra especial relevancia cuando se
expresan betalactamasas de tipo OXA, ya que estas enzimas so6lo son inhibidas
débilmente por el acido clavuldnico y otros IBL de clase A y en consecuencia, la
presencia de estas enzimas reduce la actividad de las combinaciones de

inhibidores?-81.

Los dos mecanismos principales de resistencia a PTZ son:

- Inactivacién de la piperacilina por aquellas betalactamasas que no
son inhibidas por el tazobactam: betalactamasas de las clases
moleculares B, C y D. Ademas, el tazobactam no confiere proteccion
contra las BLEE de los grupos enzimaticos de las clases moleculares B

y D.
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- Alteracion de las (PBPs), lo que produce una reduccion de la afinidad

de la piperacilina por objetivo la diana molecular de la bacteria.

Por otra parte, las alteraciones de la permeabilidad de la pared bacteriana, asi
como la expresion de bombas de expulsion de multirresistencia, podrian causar
o contribuir a producir la resistencia bacteriana a PTZ, especialmente en

bacterias Gram-negativas™.

o Utilidad clinica y aspectos clave

Las BLEE son inhibidas por inhibidores de la [-lactamasa®® , aunque la
hiperproduccion de betalactamasas o mecanismos de resistencia adicionales
pueden obstaculizar la actividad de estos compuestos, las combinaciones de
BL/BLI, como PTZ, siguen siendo activas contra un niamero considerable de
enterobacterias productoras de BLEE, particularmente E. coli®*>%, ademas la
formulacion de PTZ estd disponible en forma intravenosa®. Por otro lado, la
actividad de PTZ contra E. coli que producen diferentes tipos de BLEE se reduce
significativamente in vitro cuando se utiliza un alto indculo de bacterias®-'. Sin
embargo, se ha observado un efecto similar con aislados que no producen BLEE®,
lo que sugiere que la importancia clinica del efecto del indculo, si lo hubiera,
también se aplicaria a los aislados que no producen BLEE. Otra cuestion de
interés es la CMI de los aislados y la dosis de BL/BLL asi, los modelos
matematicos han mostrado una probabilidad del 99 % de alcanzar el objetivo
farmacocinético/farmacodindmico (fT>CMI>50%) frente a los productores de
BLEE utilizando 4/0.5g de PTZ/6 h cuando la CMI del aislado es <8 mg/L, en
comparacion con una probabilidad de sélo el 57% cuando la CMI es de 16 mg/L?.
Esto se relaciona con otros estudios que mostraron una mayor mortalidad para
las CMI mas altas de PTZ., ademas, se ha demostrado que utilizando dosis mas

frecuentes (3/0.375 g/4 h) o infusiones prolongadas de PTZ se alcanza un objetivo
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PK-PD mas adecuado®>®. En muchos paises, la dosis habitual de PTZ es de
3/0.375 g cada 6 u 8 horas, mientras que en Espafa la dosis utilizada es de 4/0.5
g/6h. Otro aspecto importante a la hora de seleccionar el tratamiento con un
BL/BLI en monoterapia empirica es la sensibilidad de las cepas locales a estas
moléculas. De hecho, varios estudios, demostraron prevalencias de sensibilidad
a PTZ en E. coli productora de BLEE que oscilaban entre el 62% y el 87% en
diferentes areas del mundo y para K. pneumoniae productora de BLEE oscilaron
entre el 26% y el 47% . En un estudio realizado en Espafia, demostrd que el
69% de los aislados de E. coli productora de BLEE fueron susceptibles a AMC?,
no obstante, la mayoria de los aislados son resistentes a ampicilina-sulbactam y
por tanto, algunos autores no respaldan el uso de BLBLI como monoterapia para
infecciones graves potencialmente causadas por E. coli productora de BLEE. Sin
embargo, este hecho no resta valor a que PTZ o AMC sean opciones terapéuticas
a tener en cuenta para el tratamiento definitivo, una vez que se conozcan los
resultados de sensibilidad, brindando asi una oportunidad para utilizar una
terapia antimicrobiana alternativa a los carbapenémicos. De esta manera, la
terapia con carbapenemas podria reducirse a terapia con un BL/BLI activo, y
cualquier terapia empirica inadecuada podria reemplazarse con un BL/BLI activo

en lugar de una carbapenema®.

o Controversias en el uso de BL/BLI vs carbapenémicos

La controversia es particularmente importante para los BL/BLI principalmente
debido a los resultados del ensayo MERINO, que concluyé que entre los
pacientes con bacteriemias por E. coli o K. pneumoniae resistentes a ceftriaxona, el
tratamiento con piperacilina-tazobactam no demostr¢ la no inferioridad respecto
a meropenem para la variable resultado mortalidad a los 30 dias y por tanto,

concluy6 que estos hallazgos no respaldarian el uso de piperacilina-tazobactam
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en estas infecciones®. Sin embargo, a pesar de sus muchas virtudes, el ensayo
MERINO tiene algunas limitaciones”. Se trata de un ensayo abierto, en el que
piperacilina/tazobactam se administré a una dosis de 4,5 g/8 h en 30 minutos,
mientras que la mayoria de la evidencia disponible en la actualidad sugiere que
para las CMI de alrededor de 16 mg/L se necesita una dosificacion cada 6 horas
y una infusiéon prolongada®. El ensayo se detuvo prematuramente, y el
desbalance de grupos para algunas variables confusoras podria no haber sido
corregido en el andlisis. La mortalidad, en la mayoria de los casos, no estuvo
relacionada con la infeccién. Mas all4 de estos problemas, el mas importante es
que una proporcion significativa de los microorganismos no era realmente
sensible a piperacilina/tazobactam cuando se uso la técnica de referencia
(microdilucién en caldo)” a pesar de haber sido clasificado como sensible por los
laboratorios locales mediante tiras de gradiente®. De hecho, cuando se
excluyeron los pacientes con aislamientos que tenian CMI de
piperacilina/tazobactam >16 mg/L o >8 mg/L mediante microdilucién en caldo,
las diferencias en la mortalidad se redujeron del 9 % en el analisis inicial (IC 95%
3al5)al5% (IC95 % -1a1l)y4 % (IC 95% —22 11), respectivamente. Ademas,
se encontrd que la CMI de piperacilina/tazobactam >16 mg/L se asocié de forma
independiente con un mayor riesgo de mortalidad.” Este hecho se
produjo porque los aislamientos que coproducen una BLEE y OXA-1 pueden
mostrar una sensibilidad falsa a la piperacilina/tazobactam cuando se estudian

mediante métodos automaticos'® o tiras de gradiente.

De hecho, estos resultados podrian reforzar la hipotesis de que el farmaco es
eficaz frente a cepas verdaderamente sensibles. También explica la discrepancia
entre algunos estudios observacionales y MERINO, ya que algunos de los
primeros incluian una alta proporcidon de infecciones causadas por E. coli no
coproductora de OXA-1°1%, para las cuales las CMI de piperacilina/tazobactam

estan alrededor de 2-4 mg/L.
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Por tanto, podemos concluir que piperacilina/tazobactam puede ser una
alternativa para infecciones bacteriémicas causadas por cepas realmente
sensibles, particularmente infecciones del tracto urinario (ITU) y en pacientes sin
sepsis grave o shock.Se recomienda utilizar 4,5 g cada 6-8 h en infusion
prolongada de 3-4 h, salvo, en el caso de pacientes con neumonia o shock séptico,
en los que la recomendacion se centra en un carbapenémico®. En este momento
se estd realizando un nuevo ensayo aleatorizado (PETERPEN) para corroborar

estos datos.

Sin embargo, existen menos datos para otros BL/BLI como amoxicilina/acido
clavuldnico, combinacion que no sufre el efecto in6culo® y que se ha mostrado
atil para la cistitis causada por productores sensibles de BLEE!®, lo que permite
evitar el uso de carbapenémicos intravenosos en estas infecciones, aunque, la
proporcion de aislados sensibles es menor que la de piperacilina/tazobactam. Los
datos disponibles sugieren que ceftazidima/avibactam y ceftolozano/tazobactam,
que son activos contra la mayoria de las Enterobacterales resistentes a la
ceftriaxona, tendrian una eficacia comparable a los carbapenémicos, %1% pero en
general se aconseja reservarlos para enterobacterias productoras de

carbapenemasas o P. aeruginosa multirresistente , respectivamente®.

En general, los datos anteriores respaldan la consideracion de farmacos
diferentes a los carbapenémicos en pacientes seleccionados con infecciones por
Enterobacterales resistentes a la ceftriaxona y en todas las demas situaciones,

parece prudente utilizar una carbapenema®.

- Fosfomicina

o Estructura quimica

La fosfomicina, originalmente llamada fosfonomicina, fue descubierta en Espafia

en 1969. Es un derivado del acido fosfénico, con un peso molecular
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extremadamente bajo (138,059 g/mol), y casi no muestra union a proteinas. La
fosfomicina es un antibidtico tinico que no tiene relacién quimica con ningtn otro
agente antibacteriano conocido. Su formula empirica es CsH7O4P y su estructura

quimica se muestra en la Figura 21%.

0
Ii_OH
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O

Figura 2. Estructura quimica de la fosfomicina'®.

Es un andlogo del fosfoenolpiruvato (PEP) producido por Streptomyces spp como
Streptomyces fradiae (ATCC 21096) S. viridochromogenes (ATCC 21240) y S.

wedmorensis (ATCC 21239)1%. También se puede producir sintéticamente!®.

La fosfomicina estd disponible en dos formulaciones orales: fosfomicina
trometamina (sinénimo de trometamol), una sal soluble con biodisponibilidad
mejorada sobre la fosfomicina, que se prepara sintéticamente, y fosfomicina
calcica. La fosfomicina trometamol es la formulacién preferida para la
administracion oral de fosfomicina porque se absorbe mas facilmente en la
sangre en comparacion con la fosfomicina cdlcica!”!%. También, existe una
formulacién intravenosa de fosfomicina disddica en dosificacion de 1 gramo'® y
4 gramos'’. En la figura 3 se representa la estructura quimica de todas las sales

de fosfomicina.
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Figura 3. A) Estructura molecular de fosfomicina trometamol. (B) Estructura molecular

de fosfomicina cdlcica. (C) Estructura molecular de fosfomicina disédica™'.

o Mecanismo de accion

La fosfomicina es un agente antibiotico bactericida que inhibe una reaccion
catalizada por enzimas en el primer paso de la sintesis de la pared celular
bacteriana!’2. La fosfomicina interfiere con el primer paso citoplasmatico de la
biosintesis de la pared celular bacteriana, la formacién del precursor del
peptidoglicano uDP N-acido acetilmurdmico (UDP-MurNAc)
113, Especificamente, la enzima UDP- N -acetilglucosamina enolpiruvil
transferasa (MurA) estd involucrada en la biosintesis de peptidoglicanos al
catalizar la transferencia del resto enolpiruvilo del fosfoenolpiruvato (PEP) al

grupo 3'-hidroxilo de UDP-N-acetilglucosamina (UNAG). Fosfomicina se une
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covalentemente al grupo tiol de una cisteina (en posicion 115) en el sitio activo
de MurA y, como consecuencia, lo inactiva (Figura 4)!'4. Esta accion inhibitoria
tiene lugar en un paso anterior a la accion de los betalactamicos o de los

glicopéptidos!ti 115,

Transglicosilacion y
transpeptidacion

Compartimento
extracelular

b

|
Citoplasma > Fosfato
9 o
Fosfomicina
,

N TN

O = =
n-acetil- D-alanina L-alanina
Fosfo-enolpiruvato n-acetil muramico galactosamina

Figura 4. Mecanismo de accion de fosfomicina. Efecto en la sintesis de la pared

bacteriana'4,

Para la entrada en el interior de la bacteria, la fosfomicina utiliza dos vias de
captacion diferentes (identificadas al menos para E. coli), los sistemas
transportadores de l-alfa-glicerofosfato y hexosa-6-fosfato. La actividad del
segundo sistema de captacion es inducida por glucosa-6-fosfato (G-6-
P). Ademas, la expresion de los genes de ambos sistemas de captacion
mencionados anteriormente requiere la presencia de AMP ciclico (AMPc), junto
con su complejo de proteina receptora’'®. Finalmente, la fosfomicina reduce la
adherencia de las bacterias a las células epiteliales urinarias!''’. De manera similar,
la fosfomicina suprime los receptores del factor activador de plaquetas en las
células epiteliales respiratorias, lo que reduce la adhesién de Streptococcus

pneumoniae y Haemophilus influenzae's.
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o Espectro de actividad

Los datos de sensibilidad in vitro sugieren que la fosfomicina es
considerablemente activa frente a patdgenos Gram-negativos y Gram-positivos.
En concreto, la fosfomicina se considera activa frente a Enterococcus spp.
(incluyendo E. faecalis y E. faecium independientemente de la resistencia a la
vancomicina), S. aureus (independientemente de la resistencia a la meticilina) y
S. epidermidis. Fosfomicina también exhibe una actividad considerable contra
patogenos Gram-negativos, incluyendo Salmonella spp., Shigella spp., E. coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp. y Proteus mirabilis.
También se ha encontrado que la fosfomicina es activa contra Listeria
monocytogenes, Neisseria gonorrhoeae, Aerococcus urinae y Helicobacter pylori. La
fosfomicina no es activa frente a anaerobios, como Bacteroides spp., pero si frente
a Peptococcus spp. y Peptostreptococcus spp. Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.,
Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia, S. capitis, S. saprophyticus y
Mycobacterium tuberculosis son intrinsecamente resistentes a la fosfomicina.

Morganella morganii también es resistente a la fosfomicina!'’.

o Mecanismos de resistencia

El mecanismo de accion y la estructura de la fosfomicina son tinicos, lo que hace
que la resistencia cruzada con otros antimicrobianos sea poco comun. Sin
embargo, se han identificado varios mecanismos que confieren resistencia a la

fosfomicina'”. Hay que distinguir entre tres tipos de resistencias:

a) Resistencia intrinseca o natural
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Algunas bacterias son intirinsecamente resistentes a la fosfomicina. En primer
lugar, las mutaciones en murA que provocan un cambio de cisteina a aspartato
hacen que las bacterias como Chlamydia spp., Mycobacterium tuberculosis y Vibrio
fischeri sean resistentes a este agente antimicrobiano!?-22, En segundo lugar, un
estudio identificé una via de recuperacion en la sintesis de peptidoglicanos en
Pseudomonas putida, mediante la cual, se logra el reciclaje del peptidoglicano en
lugar de su sintesis de novo a partir de UDP-MurNAc, que es el primer precursor
de peptidoglicano (cuya produccién es catalizada por MurA)'?. En consecuencia,
la diana de fosfomicina (MurA) no estd implicada en la sintesis de
peptidoglicanos, lo que da lugar a una resistencia inherente a la fosfomicina. Esta

via se ha descrito de manera similar para P. aeruginosa'®.
b) Resistencia adquirida

En bacterias comunmente sensibles a la fosfomicina, como E. coli, se desarrolla
resistencia cuando se producen mutaciones en los sistemas de captacion
utilizados como medio de entrada de la fosfomicina en el interior de la bacteria!?.
Las mutaciones en los genes cromosémicos glpT y uhpT, que codifican los
transportadores de fosfomicina, dan como resultado el bloqueo o disminucion de
la captacion de fosfomicina'?®. Las proteinas codificadas son transportadores de
glicerol o carbohidratos que son esenciales para las funciones metabdlicas o la
virulencia en E. coli y otras bacterias y fueron los mecanismos de resistencia mas
comunes en las series mds antiguas!'. Por otro lado, las mutaciones en los genes
cyaAy y ptsl, que dan como resultado niveles mas bajos de AMPc y regulacion a
la baja de los transportadores de fosfomicina, también se han descrito y asociado
con una disminucion en la biosintesis de pilus y en la capacidad de adherirse a
las células epiteliales'®. Las mutaciones en murA dan como resultado una menor
afinidad de la enolpiruvil transferasa por la fosfomicina, mientras que también
se demostré que la sobreexpresion de la enolpiruvil transferasa da como

resultado una resistencia a la fosfomicina'?.
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Se han descrito varias enzimas modificadoras de fosfomicina, como por ejemplo,
FosA (glutation S-transferasa), la primera en ser descrita en 1988, es una
metaloenzima transferida a través de plasmidos en Enterobacteriaceae y su funcion
es catalizar la reaccion entre el glutation y la fosfomicina a un aducto que es

inactivo'?12, Se han descrito nuevos subtipos, con estructura similar, del gen

(fosA2, fosA3, fosA4 y fosA5 )21,

FosB es una enzima similar (su secuencia de aminoacidos es 48% idéntica a la de
FosA) y en este caso, cataliza la reaccion entre cisteina y fosfomicina en bacterias
Gram-positivas (plasmidos codificados en Staphylococcus spp. y Enterococcus spp.
y cromosOmicamente en Bacillus subtilis) 125131, Por otro lado, FosX es una enzima
cromosOmica de Listeria monocytogenes que cataliza la reaccion de fosfomicina con
agua®2. Finalmente, FosC, que se encuentra en Pseudomonas syringae, es una
enzima similar a la glutatién S-transferasa que cataliza la fosforilacion con ATP

y la inactivacion de fosfomicina'®.
c¢) Heterorresistencia

La heterorresistencia es un fendmeno fenotipico que se define de muchas
maneras y que a veces puede ser heterogénea y controvertida, y su frecuencia en
aislados clinicos varia ampliamente segun el estudio *'%. En general, se
considera heterorresistencia a la presencia de subpoblaciones que presentan
diferentes niveles de sensibilidad a un antibidtico, asi El-Halfawy y Valvano'* la
definieron como la presencia de una subpoblacion de células con capacidad de
crecer a concentraciones de antibiotico al menos 8 veces superiores a la
concentracion mas alta que no afecta la replicacion de la poblacién dominante.
Nicoloff et al. demostraron para varios agentes antimicrobianos, pero no
especificamente para la fosfomicina, que la alta prevalencia de heterorresistencia
a los antibidticos se debe principalmente a la amplificaciéon espontanea en
tandem, que generalmente involucra genes de resistencia conocidos!®”. Hay

estudios que sugieren que la heterorresistencia a fosfomicina puede estar
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relacionada con un fenotipo hipermutador, a veces basado en antecedentes
genéticos de mutaciones en los genes del sistema de reparacion del ADN, que
cuando se combinan con mutaciones preexistentes en genes relacionados con la
resistencia a fosfomicina pueden aumentar la posibilidad de resistencia a

fosfomicina, subpoblaciones que aparecen en la poblacion bacteriana total.

Ademas, los estudios in vitro no farmacocinéticos/farmacodinamicos (no PK/PD)
han demostrado que los aislados heterorresistentes a fosfomicina pueden
sobrevivir a concentraciones altas de fosfomicina, dependiendo de las CMI de
fosfomicina de las subpoblaciones, las tasas de mutacion y el indculo bacteriano.
Sin embargo, auin se desconoce el impacto real de los aislados heterorresistentes

a fosfomicina en el resultado clinico®.

Un estudio demostr6 que la resistencia a la fosfomicina se produce de forma
escalonada, en funcion de las vias metabdlicas o de sefalizacidon afectadas!4.
Actualmente, las pruebas de sensibilidad a la fosfomicina requieren la adicion de
glucosa-6-fosfato (G6P) para activar la ingesta rapida de fosfomicina a través del
transportador UhpT'#!. Esta metodologia, sin embargo, enmascara otras
mutaciones relevantes para la resistencia a fosfomicina, como la pérdida del
transportador de glicerol-3-fosfato (GlpT), el otro transportador transmembrana
de fosfomicina, o la pérdida de componentes del sistema azucar fosfotransferasa
PTS (PtsI)!%. Estas consideraciones hacen que los resultados de las pruebas de
sensibilidad a fosfomicina dependan en gran medida de multiples factores, como
el crecimiento bacteriano, las condiciones metabodlicas y la existencia de

mutaciones silenciosas con impacto en la resistencia a fosfomicina'#.

Ademds de esto, los microorganismos hipermutables (o mutadores) han
aumentado las tasas de mutacion espontdnea como resultado de defectos en los
sistemas de reparacion o evitacion de errores del ADN. Las cepas con tasas de
mutacion muy elevadas evolucionan facilmente en poblaciones bacterianas

naturales y de laboratorio!#!*. En entornos clinicos, varios estudios de una
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amplia variedad de agentes etioldgicos, como E. coli, P. aeruginosa y S. aureus,
entre otros, han demostrado la prevalencia de mutadores en hasta el 1%-60% de
los pacientes!®. La caracterizacion molecular de estos aislados ha descubierto que
la base genética de la hipermutabilidad incluye alteraciones en los sistemas de
guanina oxidada (GO), reparacion de desajustes dirigidos por metilo (MMR) y
reparacion por escision de nucledtidos (NER), entre otros'¥®. Asi, Portillo-
Calderon et al. demostraron que el origen y la variabilidad observada en el
fenotipo de la heterorresistencia a fosfomicina con cepas mutantes de E. coli se
explica en parte por el aumento de la mutabilidad en las cepas bacterianas y por
lo tanto, estas subpoblaciones deben tenerse en cuenta, no solo para las pruebas
de sensibilidad a la fosfomicina, sino también para otros antimicrobianos. La
importancia clinica de estos resultados para el tratamiento de infecciones
causadas por subpoblaciones heterorresistentes debe evaluarse en estudios
posteriores, considerando la farmacocinética y farmacodindmica de fosfomicina
en modelos animales o de infeccidn de fibra hueca, o incluso en estudios clinicos

observacionales'.

o Uso clinico

- Fosfomicina oral para el tratamiento de infecciones urinarias

La fosfomicina se utiliza principalmente en el tratamiento de las infecciones del
tracto urinario (ITU), en particular las causadas por E. coli y E. faecalis, y en
combinacion con otros antibidticos en el tratamiento de infecciones nosocomiales
debidas a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas resistentes*'¥. En la
mayoria de los paises europeos, la fosfomicina oral se ha utilizado durante
muchos afos, principalmente en el tratamiento de la cistitis no complicada u
otras infecciones urinarias, en particular las causadas por E. coli y E. faecalis. En
EEUU, la Food and Drug Administration (FDA) aprob¢ la fosfomicina oral solo

para las ITU no complicadas!!14,
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Rudenko y Dorofeyev!4¢ examinaron a 317 mujeres no embarazadas que sufrian
ITU bajas recurrentes (al menos tres episodios en los 12 meses anteriores) para
evaluar la eficacia y seguridad de la fosfomicina trometamol en la prevencion de
las recurrencias infecciosas de ITU bajas, 166 pacientes fueron aleatorizados para
recibir tratamiento con fosfomicina y 151 para recibir tratamiento con placebo.
Los pacientes recibieron 3 g de fosfomicina o placebo cada 10 dias durante 6
meses y posteriormente se les hizo un seguimiento durante otros 6 meses
consecutivos, encontrandose 0,14 infecciones por paciente y afio en el grupo de
fosfomicina y 2,97 infecciones por paciente y ano en el grupo de placebo (p<
0,001). El tiempo transcurrido hasta la primera recurrencia de la infeccién fue
significativamente mayor en el grupo de fosfomicina (38 dias) que en el grupo
placebo (6 dias) (p<0,01). El nimero de pacientes con al menos un episodio de
infeccién recurrente y el numero de episodios por paciente durante el
tratamiento, asi como durante el periodo de seguimiento, fueron

significativamente menores en el grupo de fosfomicina que en el de placebo.

Falagas et al.'* publicaron los resultados de un metaandlisis de 27 ensayos
controlados aleatorizados (ECA) sobre la eficacia y seguridad de la fosfomicina
para el tratamiento de la cistitis en mujeres embarazadas y no embarazadas,
incluyéndose en dieciséis de estos ensayos exclusivamente pacientes no
embarazadas y cinco incluyeron pacientes embarazadas. En cuanto al éxito
clinico, no se encontraron diferencias en el andlisis exhaustivo con respecto a
todos los comparadores combinados en los ensayos que incluyeron mujeres no
embarazadas, mientras que no se proporcionaron suficientes datos relevantes de
los ensayos que incluyeron pacientes embarazadas. Tampoco se encontraron
diferencias entre la fosfomicina y los comparadores en todas las comparaciones
con respecto a los resultados de efectividad restantes, es decir, éxito

microbiologico/recaida/reinfeccidon. La fosfomicina tuvo un perfil de seguridad
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comparable al de los comparadores evaluados en las mujeres no embarazadas,
mientras que se asoci06 a un numero significativamente menor de

acontecimientos adversos en las embarazadas.

Pullukcu et al.’*® examinaron el efecto de la fosfomicina trometamol en el
tratamiento de la ITU baja relacionada con E. coli productora de BLEE en 52
pacientes adultos que recibieron 3 g al dia de fosfomicina trometamol, tres veces.
El éxito clinico global fue del 94,3% y el microbioldgico del 78,5%. Resultados

similares se hallaron en el estudio espanol realizado por Rodriguez-Bafo et al'®.

En cuanto a dosificacion, se ha demostrado que una dosis tinica de fosfomicina
trometamol se absorbe bien y produce una concentracidn terapéutica en orina
durante 1-3 dias. Los ensayos clinicos comparativos demostraron que una dosis
unica de 3 g de fosfomicina trometamol es tan eficaz clinicamente como los
regimenes de tratamiento de 7 a 10 dias de otros antimicrobianos estandar como
la nitrofurantoina, la norfloxacina y el trimetoprim/sulfametoxazol utilizados
para tratar las ITU. La fosfomicina trometaminol se tolera bien y parece segura
durante el embarazo®!. Segun Schito, la fosfomicina trometamol sigue siendo
una opcion terapéutica fiable para la ITU no complicada debido a sus principales
ventajas, como el uso de una sola dosis y concentraciones urinarias muy altas y
sostenidas que eliminan rapidamente las bacterias, reduciendo la oportunidad
de seleccion de mutantes. Ademds, no hay alimentos para animales que
contengan el farmaco, y, por tanto, la resistencia se adquiere mas comtinmente
por mutaciones cromosdmicas que no se propagan facilmente, siendo el coste
bioldgico de estas modificaciones genéticas muy elevado. Ademas, la fosfomicina

trometamol presenta una tolerabilidad y una seguridad excelentes!>.

Respecto a las infecciones urinarias, fosfomicina se excreta de forma inalterada
en orina en torno al 93 a 99% y apenas se une a proteinas plasmaticas,
distribuyéndose ampliamente al parénquima renal, vejiga o prdstata no

inflamadas. Asi, por ejemplo, a las 2 horas de administrar una dosis de
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fosfomicina trometamol de 3 g por via oral se alcanzan concentraciones maximas
en orina que oscilan entre 1.053 mg/l y 3.749 mg/l, manteniéndose con una

concentracion media por encima de 128 mg/I'*.

En Espania, fosfomicina representa el tratamiento empirico de eleccion en cistitis
aguda, en el paciente inmunocompetente y en el paciente trasplantado, segin
recomendaciones la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia clinica'®'®. En el ambito pediatrico, fosfomicina presenta
multiples ventajas para su uso en la infeccion del tracto urinario, ya que, es facil
de dosificar, alcanza concentraciones elevadas en orina, los efectos adversos son
poco frecuentes y no afecta a la flora intestinal. Ademads, debido al excelente
patron de sensibilidad frente a E. coli y otras enterobacterias, se considera uno de
los tratamientos de eleccion para la cistitis pediatrica afebril, especialmente en su

forma trometamol'*.

Recientemente, se han publicado los resultados de un andlisis posthoc del ensayo
clinico FOREST', que es un ensayo controlado aleatorio de fase III, abierto y
multicéntrico, cuyo objetivo principal fue demostrar la no inferioridad clinica de
la fosfomicina intravenosa con respecto al meropenem o ceftriaxona para el
tratamiento de las infecciones urinarias bacteriémicas (ITU) causadas por E. coli
BLEE, pero que este subanalisis tratan de comparar la efectividad y seguridad de
fosfomicina trometamol y otros fadrmacos orales como terapia de reduccion en
pacientes con ITU por E. coli BLEE y en el que se incluyeron 61 pacientes que
cambiaron a fosfomicina trometamol oral y 47 a otros farmacos (cefuroxima
axetilo, 28; amoxicilina/acido clavulanico y trimetoprim/sulfametoxazol, 7 cada
uno; ciprofloxacino, 5). La curacion clinica y microbioldgica fue alcanzada por
48/61 pacientes (78,7%) tratados con fosfomicina trometamol y 38/47 (80,9%) con
otros farmacos (diferencia, -2,2; IC del 95%: -17,5 a 13,1; p=0,38). Los anadlisis de
subgrupos proporcionaron resultados similares. Se produjeron recaidas en 9/61

(15,0%) y 2/47 (4,3%) de los pacientes, respectivamente (p=0,03), no observandose
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diferencias relevantes en los eventos adversos. Por tanto, la fosfomicina
trometamol podria ser una opcidn razonable como tratamiento de reduccion en
pacientes con ITU debido a E. coli BLEE, aunque la mayor tasa de recaidas

necesitaria una evaluacion adicional®s.

- Fosfomicina intravenosa

Respecto a la administracion intravenosa de fosfomicina, Falagas et al.l%
estudiaron 1.604 pacientes con infecciones Gram-positivas y Gram-negativas
(incluyendo neumonia, osteomielitis, meningitis, infecciones quirtrgicas,
infecciones obstétricas y ginecolodgicas, artritis, sepsis, peritonitis, linfadenitis
cervical, infecciones de oido, nariz y garganta, infecciones oculares, diabetes
infecciones de los pies y fiebre tifoidea). Los pacientes fueron tratados con
fosfomicina intravenosa sola o en combinacion con otros antibioticos. Se logro la

curacién en el 81,1% de los pacientes y la mejoria en aproximadamente el 3%.

Otros estudios han demostrado el beneficio clinico de fosfomicina intravenosa en
pacientes criticos con sepsis o infecciones nosocomiales debidas a MRSA,
enterococos resistentes a la vancomicina y BGN especialmente K. pneumoniae
resistente a los carbapenémicos, en combinacion con otros antibidticos, debido a
su mecanismo de accion unico y su efecto protector frente a la nefrotoxicidad
inducida por aminoglucdsidos o colistina!®1®. Michalopoulos et al.!* examinaron
la eficacia y seguridad de la fosfomicina en pacientes criticos que padecian
infecciones adquiridas en la UCI debido a K. pneumoniae resistente a los
carbapenémicos. Concluyeron que la fosfomicina puede considerarse una
alternativa para el tratamiento de infecciones por K. pneumoniae resistente a
carbapenemas en pacientes adultos, especialmente en combinacion con otros
antibidticos. Los datos también sugieren que la formulacidon intravenosa de

fosfomicina podria ser util para las infecciones oculares!¢!.
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Fosfomicina tiene un efecto sinérgico en combinacidn con otros antimicrobianos,
especialmente daptomicina e imipenem, frente a cepas de Gram-positivos
multirresistentes y ha demostrado una difusion superior a otros antibioticos a
través de biopeliculas'®>1®, Esta doble circunstancia, podria ser util en el
tratamiento de la infeccion osteoarticular. Clinicamente existe evidencia del
beneficio clinico en asociacion con daptomicina e imipenem en bacteriemia y
endocarditis causada por S. aureus resistente a meticilina (SARM)!¢+1%, En
Espafia, la combinacion de fosfomicina y daptomicina se ha recomendado en el
tratamiento de la infeccion persistente o complicada por SARM en las guias de
manejo de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica'®. También en el ambito pediatrico, podria plantearse una alternativa a
los pacientes con osteomielitis aguda hematdgena producida por SARM o en

alérgicos a betalactamicos!®’.

Por otro lado, el estudio INCREMENT demostré el beneficio de las terapias de
combinacién en el caso de bacterias Gram-negativas multirresistentes, cuyos
resultados demostraron tener menor impacto sobre la mortalidad en los
pacientes mdas graves (scores mayores de 7) con bacteriemia causada por
enterobacterias productoras de carbapenemasas'®. Fosfomicina por via
intravenosa a altas dosis y en combinacion con otros antimicrobianos se ha
mostrado 1util en el tratamiento de las infecciones por Gram-negativos
multirresistentes como enterobacterias portadoras de carbapenemasas y P.
aeruginosa extensamente resistentes o panresistentes, especialmente en infeccion
del tracto urinario, aunque también en infeccion abdominal y de piel y partes
blandas y también existe recomendacion de uso como alternativa terapéutica en
combinacién frente a infecciones del tracto urinario producidas por
enterobacterias portadoras de carbapenemasas con CMI superior a 8 mg/L y en

inmunosuprimidos trasplantados de 6érgano solido!'®-72,
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En el tratamiento con fosfomicina en monoterapia se ha observado a veces la
aparicion de resistencia a la misma, aunque esto depende en gran medida del
microorganismo. Los mecanismos de resistencia incluyen la reduccion del
transporte intracelular de los cambios del antibidtico en las dianas y la
inactivacion directa por metaloenzimas y quinasas'”®. Algunos estudios PK-PD
realizados in vitro sobre distintos aislados de E. coli productor de BLEE con
diferentes dosis de fosfomicina apuntan a que dosis altas de la misma podrian
prevenir la aparicion de mutantes resistentes, y la combinacion
fosfomicina/meropenem podria actuar de forma sinérgica contra las cepas de E.
coli resistentes!®. Estas caracteristicas de la fosfomicina tradicionalmente han
apoyado la necesidad de, en el caso de infecciones invasivas, combinarla con
otros antimicrobianos como los betalactdmicos, los aminoglucdsidos o
daptomicina, o bien con moléculas mas nuevas como ceftarolina, ceftobiprol y
ceftazidima-avibactam. Sin embargo, parece en infecciones urinarias podria ser
utilizada en monoterapia, sobre todo cuando el patégeno implicado es E. coli tal
y como se ha demostrado en los estudios FOREST y ZEUS y que vamos a

comentar a continuacion.

Por un lado, los resultados del estudio ZEUS, que comparaba fosfomicina contra
piperacilina-tazobactam en el tratamiento de la infeccion urinaria complicada,
incluida la pielonefritis. Se trataba de un estudio aleatorizado de 465 pacientes,
233 de ellos tratados con fosfomicina (6 g cada 8 horas) y 231 con piperacilina-
tazobactam (4/0.5 gramos cada 8 horas). En la poblacion microbiolégicamente
elegible fosfomicina cumplio con el objetivo principal de no inferioridad respecto
a piperacilina-tazobactam con tasas de éxito generales del 64,7% (119/184
pacientes) versus 54,5% (97/178 pacientes), respectivamente. Las tasas de
curacion clinica en el test de curacion (TOC) en los dias 19 a 21 fueron altas y
similares entre ambos tratamientos, 90,8% en fosfomicina (167/184) versus 91,6%

en piperacilina-tazobactam (163/178), respectivamente. En el analisis post-hoc
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con patogenos tipificados a través de electroforesis en gel de campo pulsado, las
tasas de éxito globales en TOC por intencidn de tratar modificada fueron 69,0%
(127/184) para fosfomicina versus 57,3% (102/178) para piperacilina-tazobactam
(diferencia 11,7% IC 95%: 1,3, 22,1)'7%. Por otro lado, los resultados del ensayo
clinico FOREST, anteriormente mencionado, en el que se incluyeron a 143
pacientes con bacteriemia por E. coli multirresistente de origen urinario en la
poblacion por intencion de tratar modificada, 48 de 70 pacientes (68,6%) tratados
con fosfomicina y 57 de 73 los pacientes (78,1%) tratados con los comparadores
(meropenem o  ceftriaxona) alcanzaron la  curacién clinica 'y
microbioldgica. Mientras que se produjo fracaso clinico o microbiolégico en 10
pacientes (14,3%) tratados con fosfomicina y 14 pacientes (19,7%) tratados con los
comparadores, produciéndose una mayor tasa de interrupciones relacionadas
con eventos adversos relacionados con fosfomicina frente a los comparadores (8,5
% interrupciones frente a 0% interrupciones; p=0,006). Este estudio no pudo
demostrar la no inferioridad de fosfomicina, aunque esto no fue por falta de
eficacia sino por mayor numero de pacientes retirados por eventos adversos
(descompensacion de insuficiencia cardiaca en pacientes mayores de 80 afios con

esta patologia crénica) y pacientes no evaluables'.

Finalmente, la fosfomicina es un farmaco generalmente bien tolerado, siendo sus
reacciones adversas mas comunes las nauseas, los vomitos y la diarrea, y las
erupciones cutdneas. Sin embargo, los tratamientos con dosis altas de fosfomicina
por via intravenosa se asocian a una importante retencion de agua debido a su
alto contenido en sodio, que puede ser dificil de manejar en pacientes con
insuficiencia cardiaca descompensada, insuficiencia renal o cirrosis hepatica
concurrentes. Las alteraciones electroliticas también son comunes durante la

administracidon de altas dosis de fosfomicina!!!.
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1.3 Optimizacion de la dosificacion de antimicrobianos

Son varios los estudios que han demostrado una exposicion subdptima a diversos
antibioticos cuando se usan regimenes de dosificacion estandar en pacientes
criticos”>177, siendo necesaria una cuidadosa optimizacion de los regimenes de
dosificacion para evitar la subexposicion y asegurar la reintroduccion exitosa de
los antibioticos antiguos. La subexposicidn suele estar motivada por la alteracion
de los parametros fisiopatoldgicos que afectan a la farmacocinética (PK) de los
antibioticos, aunque también puede ser debida a la disminucién de Ia
sensibilidad de los organismos en los entornos clinicos, alterando su
farmacodindamica (PD). Para aumentar el reto clinico que esto supone, las
alteraciones en la PK son dificiles de predecir entre grupos de pacientes distintos,
entre pacientes de un mismo grupo e incluso a lo largo del dia en un paciente
individual”®. Diversos estudios sugieren que los enfoques actuales de la
dosificacion no tienen en cuenta esta cuestion'””. Dado que desde el punto de
vista clinico es dificil predecir qué paciente necesita una dosis diferente y en qué
medida debe modificarse, hay un creciente interés en la individualizacién de la

dosificacion de los antibioticos, teniendo en cuenta los cambios especificos de

PK/PDISO,ISI.

1.3.1 Dosificacidon en poblaciones especiales

Algunas poblaciones de pacientes requieren consideraciones especiales de
dosificacion como resultado de una fisiopatologia caracteristica y compleja. Entre
ellos se encuentran los pacientes en estado critico con sepsis, shock séptico,
traumatismos graves o lesiones por quemaduras, cirugia mayor, neutropenia
tebril, fibrosis quistica, disfuncion organica y obesidad!””1#>18, Muchos de estos
pacientes presentan un estado de inflamacién sistémica. En particular, en los
pacientes con infecciones invasivas, traumatismos, quemaduras, pancreatitis,
cirugia mayor e isquemia, es frecuente la presencia de un sindrome de respuesta
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inflamatoria sistémica (SRIS) grave. Durante el SIRS, diversos mediadores
inflamatorios modifican la fisiologia del paciente, causando efectos
hiperdindmicos en el sistema cardiovascular y un aumento de la permeabilidad
capilar’®1%, E]l SRIS también puede dar lugar a un espectro de fallos
multiorganicos que puede llevar a requerir procedimientos invasivos como
ventilacion mecanica, oxigenacion por membrana extracorpdrea o terapias de
sustitucion renal'®” 1%, El drenaje quirurgico puede desempefiar un papel similar
al proporcionar una via adicional de pérdida de fluidos inflamatorios e incluso
de antibidticos'®. Ademads, la mayoria de estos pacientes tienen volimenes
alterados del balance hidrico corporal, asociados a una intensa administracion de
sueroterapia o a una funcion cardiovascular y renal alterada'®*™“!. Los principales
cambios que afectan a la FC de muchos antibioticos estan asociados a la dindmica
del agua corporal; asi el exceso de agua se desplaza hacia el espacio extracelular
lo que, en ultima instancia, actia como agente diluyente con la consecuente
disminucién de la concentracion de antibioticos. Ademas, el aumento del flujo
sanguineo renal a consecuencia del elevado gasto cardiaco puede conducir a una
tasa de eliminacion de solutos mas alta de lo normal, incluyendo a los
antibioticos!'®. Otros pacientes tienen una relacion grasa/musculo alterada como
resultado de la obesidad, y esto también puede influir de manera importante en

las propiedades de distribucién de los farmacos!*.

1.3.2 Papel de las alteraciones farmacocinéticas

Los cambios fisiopatoldgicos mds importantes que requieren consideraciones
especiales de dosificacion de antibidticos suelen estar producidos por cambios en
el volumen de distribucion (Vd) y en el aclaramiento de los farmacos (CL) en

funcion de si éstos son hidrofilicos o lipofilicos, tal y como se muestra en la tabla

3194

Tabla 3. Factores que afectan a la farmacocinética de los antibioticos'*.
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Caracter Antibiético Sitio de Via de Factores que Factores que Factores
fisicoquimico mayor eliminaciéon incrementan el incrementan el que
distribucién | predominante vd CL disminuyen
el CL
Hidrofilico Betalactdmicos Fluido Excreciéon Fragilidad capilar | Aumento del Insuficiencia
(penicilinas, extracelular Renal Hipoalbuminemia | aclaramiento Renal
cefalosporinas, Fluidoterapia renal (gasto Aguda
carbapenémicos) Farmacos cardiaco elevado,
Aminoglucésidos vasoactivos flujo sanguineo
Glucopéptidos Derrame pleural renal elevado,
Ascitis resistencia
Mediastinitis vascular
reducida,
hipoalbuminemia,
farmacos
vasoactivos,
fluidoterapia)
Lipofilico Fluido Metabolismo No se afectan Aumento del flujo | Dafio
Fluoroquinolonas | extracelular | Hepatico sanguineo hepatico e
Macrolidos e hepatico insuficiencia
Tetraciclinas intracelular Inducciéon renal aguda
Oxazolidinonas enzimatica
Estreptograminas (debido a las
Lincosamidas interacciones con
Metronidazol otros
medicamentos)

1.3.2.1 Alteraciones en el volumen de distribuciéon

El aumento del Vd de los antibidticos hidrofilicos se produce como resultado de
la expansion del volumen del liquido extracelular (LEC) relacionado con el SRIS.
La hipoalbuminemia es otro factor que aumenta el volumen del LEC (y por tanto
el Vd) al reducir la presion oncdtica del plasma. Por otro lado, la
hipoalbuminemia también aumenta la concentracion libre del farmaco en el
plasma que puede distribuirse en el LEC con el movimiento del liquido en ese
compartimento!®. Por ejemplo, para la ceftriaxona (que presenta un 83-95% de
unién a proteinas), el Vd puede aumentar hasta un 90% en los enfermos
criticos'®. Otros factores que aumentan la Vd son las acumulaciones de liquido
en terceros espacios, como ocurre con los derrames pleurales o la ascitis®”~'*°. Los

aumentos del Vd se asocian a concentraciones plasmaticas y tisulares reducidas.
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Esto es especialmente problematico en el caso de los antibidticos concentracion-
dependientes, debido a la importante reduccion de la concentracion maxima que

determina la actividad antibacteriana de este tipo de antibioticos?02!,

1.3.2.2 Aclaramiento renal aumentado

El estado hiperdindmico que ocurre en pacientes con leucemia aguda, en
enfermos criticos con sepsis, traumatismos, lesiones por quemaduras o
sometidos a cirugia mayor se asocia con un gasto cardiaco elevado que provoca
un aumento del flujo sanguineo renal y, posteriormente, un aumento de la
filtracion glomerular??2%, Otros factores, como la fluidoterapia agresiva y el uso
de farmacos vasoactivos, también pueden contribuir a aumentar el flujo
sanguineo renal y la tasa de filtracion glomerular. Es probable que también se
produzcan efectos similares en pacientes con fibrosis quistica y obesidad.
Ademads de estos efectos, la hipoalbuminemia aumenta las proporciones del
farmaco no unido disponibles para la filtracién. En tltima instancia, se produce
un aumento del aclaramiento renal de los antibidticos eliminados por via renal,
un fenomeno denominado aclaramiento renal aumentado (ARC). El ARC se
define como un aclaramiento de creatinina >130 mL/min/1,73 m?y la prevalencia
es apreciablemente alta en la poblacion criticamente enferma (>50%) y es
probablemente mas comun en aquellos pacientes con lesiones traumaticas
(alrededor del 85%). El aumento de la eliminacion a través del ARC tiene una
influencia especialmente marcada en los antibidticos tiempo-dependientes, que
requieren el mantenimiento de concentraciones dptimas por encima de la CMI

durante un tiempo prolongado dentro de un intervalo de dosificacién!7:126129,
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1.3.2.3 Insuficiencia renal aguda

El impacto de la insuficiencia renal aguda (IRA) sobre la dosificacion de
antimicrobianos es compleja. Por ejemplo, en caso de insuficiencia renal grave,
cefepime puede acumularse hasta tal punto que, si no se reduce la dosis, se
producira neurotoxicidad, incluidas convulsiones®**2”. En el caso de algunos
antibioticos, como la flucloxacilina y la ciprofloxacina, que estdn sujetos a un
aclaramiento tanto renal como no renal, la IRA puede no dar lugar a la
acumulacion como resultado de la regulacion al alza de los mecanismos de
aclaramiento alternativos, por lo que una reduccion excesiva de la dosis basada
en la funcion renal puede dar lugar a concentraciones subterapéuticas en algunos
casos. Sin embargo, cuando se producen alteraciones multiorganicas que afectan
a las vias alternativas de eliminacion, pueden producirse un aumento de las
concentraciones de antibidticos con dosis no ajustadas?®2%. Sin embargo, el efecto
de dilucion de la por los fendmenos anteriormente explicados que alteran el Vd
puede ser profundo, de modo que las concentraciones pueden seguir siendo
subterapéuticas durante las primeras 24 a 48 horas. Otra complicacion de la IRA
es la disfuncion tubular que afecta tanto a la secrecién como a la reabsorcion; el
aclaramiento de antibidticos betalactdmicos, que pueden sufrir parcialmente
secrecion tubular, puede disminuir. La alteracién de estos procesos puede
aumentar el aclaramiento de otros farmacos como el fluconazol, que sufre una
reabsorcion sustancial. En consecuencia y paradojicamente, puede ser necesario

aumentar la dosis de fluconazol en pacientes con IRA 210211,

Por otro lado, en la IRA, la dosificacion de medicamentos basada en la
depuracién de creatinina (CICr) de Cockcroft-Gault o en las tasas de filtracion
glomerular estimada (TFGe) de la Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration (CKD-EPI) no son validas cuando la creatinina sérica (Crs) no esta
en estado estacionario. Actualmente se estan reformulando las ecuaciones que
rigen el cdlculo de la tasa de filtracion glomerular (TFG), ya que las ecuaciones
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actuales para calcular la TFG estiman la funcidon renal cuando la creatinina
plasmatica es estable, pero no funcionan si la creatinina plasmatica cambia
rapidamente. Esto es problematico, especialmente durante el desarrollo de IRA,
ya que el CICr o TFGe sobreestiman la funcion renal y pueden conducir a la
acumulacion de farmaco y toxicidad potencial, asi como durante la recuperacion
de la funcion renal, cuando CICr o TFGe infraestiman la funcion renal y es posible
que no se alcancen los niveles terapéuticos del farmaco. Para analizar la funcion
renal en el entorno agudo, se ha propuesto una féormula simple que requiere
solamente una cantidad modesta de entradas que se pueden obtener facilmente
a partir de datos de laboratorio clinico?'?. De hecho, en un estudio reciente, sobre
una poblacion gravemente enferma con sindrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA), el uso de estas nuevas estimaciones cinéticas de la funcion renal
afecto a la dosificacion de diversos medicamentos, concretamente a mas del 30%
de enfermos que desarrollaron IRA, concluyéndose, que el uso de estas nuevas
ecuaciones cinéticas en la practica clinica deberia reducir la incidencia de
toxicidad del medicamento y evitar la infradosificacion durante la recuperacion

de la funcién renal'.

1.3.2.4 PK/PD alterada en poblaciones especiales

Ademads de los cambios relacionados con la PK, los estudios que estan surgiendo
indican que los objetivos convencionales que se persiguen al tratar a pacientes no
criticos pueden no ser adecuados en los enfermos criticos. En condiciones de
enfermedad grave, puede ser necesaria una mayor exposicion para conseguir los
resultados clinicos deseados. Por ejemplo, aunque los pacientes que no estén en
estado critico, a priori, solo necesitan una exposicion minima a los antibioticos
betalactdmicos de entre el 40% y el 70% de fT>CMI, estudios clinicos recientes
sugieren que el 100% de fT>CMI puede ser un objetivo minimo necesario para
garantizar resultados optimos en los enfermos criticos o incluso unos valores
muchos mas exigentes (100% fT>4xCMI o 100% fT>8xCMI) 179214215 E] estado de la
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inmunidad del huésped también puede influir significativamente en la magnitud
del objetivo de PK/PD que predice un resultado dptimo. Roosendaal et al.?', por
ejemplo, demostraron que la dosis de ceftazidima necesaria para prevenir la
mortalidad era 70 veces mayor en ratas leucopénicas que en ratas normales. Otros
estudios en animales también han demostrado que es necesaria una exposicion
elevada (90-100% fT>MIC) en el contexto de una neutropenia profunda. Los datos
de los estudios clinicos apoyan el aumento de fI>MIC para una respuesta
optima?”7?8. Sin embargo, las dosis estdndar de muchos betalactdmicos con
frecuencia no alcanzan ni siquiera los objetivos tradicionales de PK/PD'71%, y
como consecuencia, esta infraexposicion supone un alto riesgo de aparicion de

bacterias con sensibilidad reducida?.

1.3.3 Sensibilidad bacteriana alterada

El patrén de sensibilidad bacteriana en poblaciones especiales de pacientes es
otra preocupacion emergente y por tanto, es probable que la disminucién de la
sensibilidad de los microorganismos en los pacientes requiera un aumento de la
dosificacion del antimicrobiano en cuestion®®. Podemos encontrar una
sensibilidad disminuida al comienzo de la terapia antimicrobiana o puede surgir
durante la misma. Si se determina la CMI especifica, una dosificacion optimizada
basada en objetivos PK/PD puede aumentar la probabilidad de alcanzar el
parametro PK/PD predictor de eficacia. Sin embargo, en la dosificacion empirica
rara vez se tiene en cuenta esto, con el riesgo de seleccion o induccién de
resistencias. De hecho, para suprimir la aparicion de microorganismos
resistentes en los casos en que esto puede ocurrir (dado que esto puede ocurrir
para determinados microorganismos y antibidticos), se ha sugerido una
dosificacion dirigida a alcanzar la concentracién preventiva de mutantes (CPM)
en lugar de la CMI®?. Sin embargo, la alta dosis requerida para ello

inevitablemente genera mayor riesgo de toxicidad, lo que hace que este enfoque
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pueda no ser posible en todos los casos??. Hasta donde sabemos, no existe
ningun estudio clinico que haya utilizado la CPM como objetivo para un umbral

de dosificacion?.

1.3.4 PK/PD y dosificacion de antibidticos betalactdmicos

Como ya se ha comentado anteriormente, los antibidticos betalactamicos
demuestran una actividad bactericida dependiente del tiempo, y el parametro
predictor PK-PD (%fT>CMI) se correlaciona bien con los resultados clinicos y la
actividad bactericida®. Los valores tradicionales de fT >MIC recomendados para
un efecto optimo son 40, 50 y 60-70% para carbapenémicos, penicilinas y
cefalosporinas, respectivamente!. Sin embargo, es probable que estos valores
propuestos sean insuficientes para obtener resultados éptimos en determinados
grupos de pacientes, y se ha propuesto que se requieren objetivos PK-PD mas
exigentes de hasta el 100 % fI >2-5xMIC para maximizar la eficacia
clinica!”?*, La evidencia de la importancia de la dosificacion en la supresion de
la aparicion de resistencia en ensayos clinicos es escasa. Un estudio en pacientes
con neumonia asociada a ventilacion mecanica por P. aeruginosa no pudo
identificar un indice PK/PD protector del desarrollo de resistencias para los
carbapenémicos basado en la CMI (fT>CMI) o el CPM (fT>CPM). Sin embargo, la

aparicion de resistencia fue mayor (26%) en pacientes con una fI >CMI<40%%%.

Sin embargo, los modelos de infeccién dindmica in vitro y los estudios de
modelos animales in vivo si han descrito valores PK/PD que pueden suprimir la
aparicion de resistencia. Se ha demostrado in vitro que las relaciones Cmin/CMI
de meropenem mayores a 6,2 con HFIM suprimen la aparicion de resistencia
contra P. aeruginosa. Curiosamente, esta proporcion se redujo a menos de 1,7
cuando se utilizé6 meropenem en combinacion con tobramicina?*. Ademas, si la

concentracion de meropenem permanece dentro de la ventana de seleccion de
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mutantes (concentraciones entre la CMI y la CPM) durante mas del 80% del
intervalo de dosificacion, la resistencia parece amplificarse?”’. De hecho, el logro
del fT >CMI aceptada del 40 % para meropenem, la relacion PK/PD tradicional
recomendada para obtener resultados clinicos dptimos, se asocié6 con la
amplificacion de la resistencia de P. aeruginosa en un modelo de neumonia
murina, a pesar de proporcionar una tasa de supervivencia de ratones del 100 %

en comparacion con 0% para los controles no tratados?.

Para las combinaciones de antibidticos betalactimicos e inhibidores de
betalactamasasrecientemente comercializados, como ceftolozano-tazobactam y
ceftazidima-avibactam, los pardmetros PK/PD para la supresion de la resistencia
aun no estan bien descritos. En el modelo dinamico HFIM, las dosis simuladas
de ceftolozano-tazobactam de 2 a 1 g administradas cada 8 h (logrando un 100
% fI>CMI) impidieron el crecimiento de P. aeruginosa resistente, pero las dosis
entre 125y 62,5 mg (12,5 % fT >CMI) y 1-0,5 g (100% fT >CMI) se asociaron con
la amplificacion de la resistencia. Esta discrepancia probablemente se deba a las
diferentes AUC de ceftolozano entre 2 y 1 g (AUC de 0 a 241.032,6 mg/Lh) y 1-
0,5 g (AUC0-24.456,2 mg/Lh), lo que probablemente daria lugar a una
proporcién elevada del indice Cmin/CMI que se ha asociado con la supresion de
la aparicién de resistencias®”. En un estudio similar con E. coli, un umbral de
dosis mas bajo de 750-375 mg administrado cada 8 h (100 % fT >CMI) dio como
resultado la supresion de la resistencia®’. La diferencia entre estos estudios es la
CMI mas baja deE. coli (0,25 mg/L) frente a ceftolozano-tazobactam en
comparacion con P. aeruginosa (4 mg/L), ademas, actualmente se desconocen las
exposiciones requeridas del inhibidor de la betalactamasaen productos
combinados, pero la concentracién minima requerida para la inhibicién de la
enzima probablemente sea importante, como demuestra la inhibicién de AmpC
que medio la aparicion de resistencia a la cefepima en un estudio que emple6 un

modelo dindamico HFIM?!. Este concepto se ve respaldado por la supresion del
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nuevo crecimiento bacteriano cuando se expone a concentraciones de avibactam
mayores a 0,28 mg/L cuando se combina con ceftazidima®?. Las dosis de
ceftazidima-avibactam utilizadas actualmente de hasta 2-0,5 g administradas por
via intravenosa tres veces al dia en una cohorte de 37 pacientes con infecciones
por enterobacterias resistentes a carbapenémicos, se han asociado con fallos
microbioldgicos en hasta el 27 % de los pacientes, y el 30 % de estos fallos
probablemente esté relacionado con la aparicion de aislados resistentes a
ceftazidima-avibactam. Dado que el tratamiento tenia mas probabilidades de
fallar en pacientes con terapia de reemplazo renal e infecciones pulmonares, la
consideracion de la dosificacion para la penetracion del antibidtico en el sitio
objetivo y la eliminacidon extracorpdrea son probablemente factores clave que
influyen en los resultados del tratamiento?®. Esto sugeriria que se debe
considerar la optimizacion de la dosis para prevenir la aparicion de resistencia a

los antimicrobianos recientemente desarrollados?.

Por otro lado, existen pocos datos que describan una toxicidad significativa con
concentraciones supraterapéuticas de penicilinas en pacientes criticos pero el
impacto potencial en los resultados clinicos hace que se recomiende el uso de una
dosis de carga inicial seguida de infusiones continuas de antibidticos
betalactamicos en dosis altas para el tratamiento de estos pacientes (con sepsis o
shock séptico)!*?. Sin embargo, es posible que hasta el 45 % de los pacientes no
logre una concentracién fI>CMI del 100% cuando se administran dosis diarias
totales convencionales (p. ej., piperacilina-tazobactam 16/2 g) como una infusion
continua, probablemente debido al aclaramiento renal aumentado y a que la
exposicion en el foco de la infeccion podria ser ain menor?¢2¥. Las dosis diarias
actualmente utilizadas de antibidticos betalactamicos (piperacilina-tazobactam
16/2 g, ceftazidima 8 g, meropenem 6 g) administradas mediante infusiones
continuas para el tratamiento de infecciones respiratorias pueden ser

insuficientes hasta en el 40% de los pacientes para lograr una fT >CMI del 100 %
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en el sitio de la infeccion, en parte debido a la penetracion muy variable en el
tejido pulmonar (exposicion media del 20 al 40 % de las concentraciones
séricas)?. Por el contrario, cefepima, debido a su buena penetrabilidad, alcanza
concentraciones aproximadamente equivalentes en el suero y los pulmones
cuando se administra como infusiéon continua, y es probable que se puedan
alcanzar los indices de supresion de la resistencia en el pulmén usando
infusiones continuas de 8 g por dia®% Sin embargo, dada la amplia
heterogeneidad interindividual en la farmacocinética de los antibioticos
betalactdmicos, la monitorizacién farmacocinética (TDM) puede permitir la

optimizacion de la dosis que minimice la aparicion de resistencia 7.

1.3.4.1 Estrategias de administracion de antibioticos betalactamicos

Para abordar la exposicion subterapéutica en pacientes en tratamiento con
antibidticos betalactdmicos, se han desarrollado distintas estrategias como
aumentar la dosis, acortar el intervalo de dosificacion, prolongar el tiempo de
perfusion ya sea durante todo el intervalo de dosificaciéon (infusion continua) o
durante el 40-50% del intervalo de dosificacion (3-4 horas; infusion extendida), o
una combinacion de estos (figura 5). En teoria, los objetivos actuales de PK/PD se
pueden alcanzar con todas las estrategias de dosificacion anteriores,
dependiendo de la CMI conocida o probable. Sin embargo, las desventajas del
aumento de dosis incluyen concentraciones maximas innecesariamente altas (que
pueden aumentar el riesgo de efectos secundarios, incluidas convulsiones) y
costes mas elevados, esto ultimo también se aplica a una administraciéon mas
frecuente. La estabilidad limitada de los farmacos, las incompatibilidades entre
farmacos o la necesidad de una disponibilidad constante de acceso vascular
pueden presentar un desafio para implementar la dosificacion de infusidon
continua. Sin embargo, la dosificacién en infusiéon continua ha ganado gran

popularidad como una solucién prometedora para mejorar la actividad de los
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antibioticos betalactdmicos actuales contra bacterias Gram-negativas cada vez

mas resistentes®®.
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Figura 5. Diferencias en el tiempo en que las concentraciones de betalactamicos superan
la CMI (fT>CMI) de dos patiégenos diferentes (CMI de 0,125 mg/L y 8 mg/L,
respectivamente) segun el modo de administracion de betalactdmicos. (A)
Administracion en bolo intermitente. (B) Infusion extendida (linea azul) e infusion

continua (linea roja)*.

La mayoria de los estudios han demostrado que la dosificacion en infusion
prolongada de antibidticos betalactAmicos mejora el logro de los objetivos de
PK/PD, aunque a menudo utilizan simulaciones de Monte Carlo basadas en
mediciones de la concentracion del fdrmaco en un numero limitado de
pacientes?024!, Una caracteristica tinica de estas simulaciones es la prediccion del
logro del objetivo para una estrategia de dosificacion elegida frente a la
distribucién de las CMI y el aclaramiento renal, que puede usarse para
seleccionar la poblacion objetivo que probablemente se beneficiard de una
infusién prolongada. Por ejemplo, Asin-Prieto et al.?*> demostraron que la

administracion en bolo intermitente estandar de piperacilina/tazobactam (4,5 g
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cada ocho horas) puede ser suficiente para alcanzar 100% fI>CMI en pacientes
con insuficiencia renal moderada hasta una CMI de 4 mg/L (que es el caso de la
mayoria de los pacientes con infeccion por Enterobacteriaceae en Europa),
mientras que se requieren infusiones prolongadas o incluso continuas para tratar
microorganismos con CMI mas altas o en pacientes con aclaramiento renal
aumentado. Esto fue ilustrado por Udy et al.?3, quienes encontraron que no se
alcanzo el objetivo (100% fT>CMI) para la dosificacion en bolo intermitente en la
mayoria de los pacientes con un aclaramiento de creatinina >90 mL/min cuando

la CMI era de al menos 8 mg/L.

En cuanto a impacto de estas estrategias de administracion a nivel clinico,
tenemos que decir que varios ensayos controlados aleatorios y observacionales
han comparado la infusion prolongada con la dosificacion en bolo intermitente
de betalactdmicos en diferentes poblaciones de pacientes. En general, dos meta-
andlisis han documentado un beneficio en la mortalidad que favorece la infusion
prolongada sobre la dosificacién en bolo intermitente, pero con resultados
contradictorios en términos de curacion clinica y con una falta de beneficio en la
mortalidad cuando el andlisis se limitdo al tratamiento con meropenem
unicamente 2424, La reduccion observada en la mortalidad por todas las causas
se debid principalmente a los resultados de los ensayos observacionales, mientras
que no hubo beneficio en la mortalidad si solo se incluian datos de ensayos
controlados aleatorizados. Los eventos adversos fueron similares y la inclusion
de una poblacion de pacientes homogénea que probablemente se beneficiaria de
una administracion optimizada (infecciones por Gram-negativos, mayor
gravedad de la enfermedad, patogenos multirresistentes) en estudios

observacionales puede explicar las diferencias observadas?2¥.

Otros estudios importantes publicados son dos ensayos clinicos que comparan la
infusion continua versus la administracion en bolo intermitente en pacientes con

sepsis grave. Uno de ellos es un ensayo multicéntrico, doble ciego y controlado
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con placebo, donde Dulhunty et al.*® aleatorizaron a 443 pacientes con sepsis
grave a infusion continua o a dosis en bolo intermitente de antibioticos
betalactamicos, de los cuales se analizaron 432 y cuyos resultados no lograron
demostrar ningtin beneficio de la infusién continua sobre la administracién en
bolo intermitente con respecto a todos los criterios de valoracion analizados,
incluida la mortalidad por todas las causas a los 90 dias y la curacién clinica
después de 14 dias de suspender los antibidticos. Esto es debido varias
limitaciones del estudio, como que el 26% de los pacientes estaban en terapia de
reemplazo renal, lo que se asocia con una probabilidad reducida de
concentraciones subterapéuticas de betalactdmicos en pacientes que reciben
dosis en bolo intermitente en comparacion con los pacientes que no reciben
terapia de reemplazo renal'™®. Otro matiz es que los pacientes recibieron un
tratamiento en infusiéon continua en promedio durante solo 3,2 dias, una
duracion que puede haber sido demasiado corta para probar una diferencia
significativa entre los grupos de tratamiento. Ademads, se identificaron
microorganismos causantes en menos del 20% (solo se informaron aislados del
torrente sanguineo) sin una determinacioén exacta de la CMI y no se realizé un
seguimiento terapéutico del antimicrobiano y por tanto, no se pudo verificar el
logro de concentraciones terapéuticas. Esto es importante, ya que incluso algunos
pacientes que reciben terapia de infusion continua pueden no alcanzar niveles
suficientes del antimicrobiano y los resultados de la monitorizacidn terapéutica
del mismo, pueden haber proporcionado explicaciones para la falta de beneficio
observada®¥. Asi, el logro de concentraciones terapéuticas puede haber sido el
mismo en ambos grupos o solo ligeramente diferente (sin relevancia clinica),
dado que la mayoria de los casos de sepsis grave en la region del estudio son
causados por patdgenos susceptibles con CMI bajas?’. Por ultimo, se utilizé un
tratamiento combinado en un numero sustancial de participantes (infusién
continua versus administracion en bolo intermitente: uso de aminoglucésidos en

el 11y 15 %, uso de quinolonas en el 9 y 14 %, uso de glicopéptidos en el 36 y 31
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%, respectivamente), lo que podria haber alterado cualquier efecto del

tratamiento?®.

El segundo estudio de Abdul-Aziz et al.! fue un ensayo controlado aleatorizado,
abierto, para comparar la infusion continua versus dosis en bolo intermitente de
antibioticos betalactdmicos en 140 pacientes con sepsis grave en dos UCI de
Malasia. La curacion clinica a los 14 dias después de la interrupcion del
tratamiento antimicrobiano fue mayor en el grupo de infusidén continua (56% vs
34%, p=0,011), particularmente en pacientes que recibieron
piperacilina/tazobactam, sin tratamiento antibiotico concomitante y con
infeccion pulmonar. La supervivencia y la estancia en UCI fueron similares. Es
importante destacar que este estudio también demostro que el logro del objetivo
de PK/PD fue mayor para los pacientes con infusion continua, particularmente
cuando se analizé el objetivo mas exigente (100%fIT>CMI).Las limitaciones de
este estudio incluyen el disefio abierto, una dosis mayor de antimicrobianos el
dia 1 en el grupo de infusion continua (debido a la administracion de una dosis
de carga solo en este grupo), terapia antibiotica concomitante en el 47% de los
pacientes y falta de determinaciéon de la CMI exacta. Las principales diferencias
con respecto al primer estudio son una mayor duracién del tratamiento (mediana
7, rango intercuartilico [IQR] 5 a 9 dias frente a 3, IQR 2 a 6 dias), exclusion de
pacientes en terapia de reemplazo renal, uso poco frecuente de terapia
combinada con Gram-negativos. (6% vs >15%) y aislamiento mas frecuente de
patégenos causantes (74% vs 20%) con una mayor incidencia de organismos
Gram-negativos dificiles de tratar (41% vs <10% de los aislados fueron A.

baumannii o P. aeruginosa)®.

Otro metaanadlisis publicado incluye datos de pacientes individuales (632
pacientes con sepsis grave)!® de los dos ensayos controlados aleatorizados
mencionados anteriormente anadiendo un estudio piloto previo de infusion

continua versus dosificacion en bolo intermitente de antibidticos betalactamicos
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en pacientes con sepsis grave?”. En este analisis, la infusién continua fue superior
a la dosificacion en bolo intermitente con respecto a la mortalidad hospitalaria a
los 30 dias (odds ratio 0,62, p = 0,03), pero no con respecto a la curacién clinica,
los dias de estancia en UCI el dia 28 y la mortalidad en la UCI. El impacto de la
infusion continua fue mas evidente en pacientes con puntuaciones APACHE II
mas altas, que no estaban en terapia de reemplazo renal y tratados con

piperacilina/tazobactam?.

1.3.4.2 Implicaciones de la infusion prologada de betalactdmicos

Tal y como hemos comentado anteriormente, la infusién prolongada (IP) de
antibidticos betalactdmicos, ya sea como infusion extendida (IE) (definida como
una infusion discontinua de mayor o igual a 2 horas) o como infusién continua
(IC), se estd usando en la préactica clinica cada vez mds en un intento por optimizar
el uso de antibioticos??. A medida que aumenta la popularidad de estas técnicas,
es importante tener en cuenta una serie aspectos practicos importantes a la hora
de administrar antibidticos mediante IP. A continuacion detallaremos cuestiones
clave como: la importancia de una dosis de carga, la estabilidad fisicoquimica de

los farmacos y las advertencias relacionadas con la infusion.

- Importancia de la dosis de carga

La dosis de carga de un fadrmaco se utiliza para alcanzar rdpidamente las
concentraciones objetivo desde el inicio de la terapia. Aunque se aplica
comunmente cuando se administran fdrmacos sedantes, antiepilépticos o
vasoactivos, esta practica rara vez se ha utilizado en el pasado cuando se han
administrado antibioticos betalactdimicos. En este contexto, la dosis de carga se

utiliza para compensar el aumento del volumen de distribucion que suele
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encontrarse en los enfermos criticos particularmente!”. Asi para los glicopéptidos
, varios estudios han demostrado la importancia de una dosis de carga en
pacientes criticos para alcanzar rdpidamente concentraciones terapéuticas
adecuadas®® y las lecciones aprendidas son extrapolables a los antibidticos
betalactamicos. Para los antibidticos betalactdmicos administrados por IP, no
administrar una dosis de carga puede retrasar el logro de concentraciones
adecuadas desde el inicio del tratamiento, tal y como se puede ver en la figura 6
donde se representan dos simulaciones, con y sin dosis de carga al inicio de la
terapia utilizando un modelo establecido?®. Especialmente cuando se utiliza la
IC, no se puede subestimar la importancia que tiene la dosis de carga, puesto
que, si no se administra, el tiempo para alcanzar las concentraciones adecuadas

puede llevar horas®*.
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Figura 6. Concentraciones de piperacilina simuladas en las primeras 12 h de tratamiento
en un paciente critico con un aclaramiento de creatinina (CLCr) de 130 mL/min. (A)
Infusion extendida de 3 h. Dosificacion de piperacilina de 4 g, cuatro veces al dia; cuando
se aniade una dosis de carga a la simulacion, se administra una dosis de carga adicional
de 4 g antes del inicio de la infusion prolongada. La mediana del tiempo para alcanzar
una concentracion de 16 mg/l sin una dosis de carga es de 33 min (RIC 27-42 min)
seguin una simulacion Monte Carlo de 1000 pacientes con una CLCr de 130 mL/min
frente a 3 min (RIC 3-6 min) con una dosis de carga. (B) Infusion continua. Dosificacion
de piperacilina de 16 g en 24 h; cuando se afiade una dosis de carga a la simulacion, se
administra una dosis de carga adicional de 4 g antes del inicio de la infusion continua. La
mediana del tiempo para alcanzar una concentracion de 16 mg/l sin una dosis de carga es
de 1 h 54 min (RIC 1 h 18 min —2 h 42 min) segun una simulacion de Monte Carlo con

1.000 pacientes con una CLCr de 130 mL/min. min. RIC: rango intercuartilico®™.

- Estabilidad fisicoquimica de los farmacos

La estabilidad fisicoquimica del antibidtico a temperatura ambiente también es
crucial cuando se considera la IP. Hasta hace poco, los datos sobre la estabilidad
de los antibidticos betalactdmicos eran limitados. En el caso del meropenem, se
considera no apto para IP debido a su inestabilidad, ya que se demostr6 que la
estabilidad de diferentes formulaciones de meropenem era adecuada durante
hasta 12 h en soluciones de NaCl al 0,9% con concentraciones <20 mg/ml a
temperaturas inferiores a 25°C y so6lo de 8 horas si la concentracion es de 40
mg/mL a 25°C%° Una reciente revisidn sistemdtica, muestra datos que
permitirian el uso de al menos 12 antibioticos betalactdmicos en IP mas alla de lo

detallado en la ficha técnica?s®.

- Precauciones relacionadas con la infusion
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El método utilizado para la IP también podria afectar la administracion de
antibidticos al paciente. De hecho, cuando se utiliza IE, se debe tener cuidado de
que se administre la dosis completa del antibidtico y no quede en el sistema de
infusion, ya que el volumen muerto del sistema de infusion puede llegar a 22 mL
y cuando se utilizan volimenes de infusion pequenios (<100 mL), este volumen
puede representar una parte importante de la dosis del farmaco. Por esta razon,
cuando se administra un antibiotico como IE, se recomienda el uso de bombas de
jeringa donde el espacio muerto es mas limitado (<2 mL), aunque es cierto, que
para la IC esto puede no ser relevante. Alternativamente, se debe considerar el

lavado de la via después de completar la infusién?”.

- Incompatibilidad con otros farmacos

Los pacientes ingresados en la UCI suelen recibir una multitud de medicamentos
al mismo tiempo y puede resultar dificil utilizar una linea dedicada para la
infusion de antibidticos. Sin embargo, es importante evitar las
incompatibilidades entre medicamentos y una solucion seria tener una linea
dedicada cuando se utiliza la IC. Cuando se utiliza IE, la via se puede utilizar
para la infusion de otros medicamentos fuera de los horarios en los que se esté
administrando el antibiotico. El uso de un catéter periférico exclusivo también
puede ofrecer una solucion, debiéndose evitar las interrupciones de la IP a menos
que la interrupcion sea breve. Hay que tener precaucion en pacientes con IC, ya
que las interrupciones pueden hacer disminuir las concentraciones rapidamente

y en el reinicio, estas concentraciones pueden permanecer mas bajas?®.
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1.3.4.3 Toxicidad de antibidticos betalactamicos

Los betalactamicos son los antimicrobianos mas usados en las UCI y siguen
siendo uno de los antimicrobianos mas seguros. Sin embargo, el diagndstico
erroneo de eventos adversos relacionados con los betalactdmicos puede alterar el
manejo de los pacientes en la UCI y afectar los resultados clinicos®*?®. Una
revision relativamente reciente, se ha centrado en describir las manifestaciones
clinicas, los factores de riesgo y los efectos adversos neuroldgicos y renales
inducidos por los betalactdmicos en la UCI. Los resultados de la misma fue que
la neurotoxicidad por betalactamicos ocurre en 10-15% de los pacientes de la UCI
y puede ser responsable de una gran variedad de manifestaciones clinicas, que
van desde confusion, encefalopatia y alucinaciones hasta mioclonias,
convulsiones y estado epiléptico no convulsivo. También hacen hincapié en que
la insuficiencia renal, las anomalias cerebrales subyacentes y la edad avanzada
son los principales factores de riesgo de neurotoxicidad. Estableciendo
concentraciones limite de toxicidad en estos pacientes criticos, como
concentraciones minimas superiores a 22 mg/L de cefepima, 64 mg/L de
meropenem, 125 mg/L de flucloxacilina y 360 mg/L de piperacilina-tazobactam
se asocian con neurotoxicidad en el 50% de los pacientes. Aunque las
complicaciones renales (especialmente las graves, como la nefritis intersticial
aguda, el dafo renal asociado con la anemia hemolitica inducida por farmacos y
la obstruccion renal por cristalizacion) siguen siendo raras, existe evidencia
convincente de un aumento de la nefrotoxicidad utilizando farmacos
nefrotoxicos bien conocidos, como la vancomicina combinada con
betalactdmicos. Concluyen que el tratamiento se basa principalmente en la
interrupcion del farmaco causante y que en un futuro proximo se deben definir
regimenes de dosificacion antimicrobianos Optimos, no sélo basados en los

objetivos PK/PD asociados con la eficacia clinica y microbiologica, sino también
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en los objetivos PK/toxicodindmicos y que este caso, el uso de software de

dosificacion puede ayudar a logra estos objetivos?!.

1.3.5 PK/PD y dosificacion de fosfomicina

La fosfomicina se ha utilizado ampliamente como antibiotico oral en su
formulacion de fosfomicina trometamol para el tratamiento de las infecciones
urinarias en Europa y ahora también se utiliza cada vez mas por via intravenosa
en el tratamiento de infecciones invasivas causadas por bacterias
multirresistentes'*1%. Sin embargo, se sabe poco sobre la mejor estrategia de
dosificacion 6ptima para alcanzar la curacion clinica o la supresion del desarrollo
o seleccion de mutantes resistentes. No obstante, los modelos de infeccion de
muslo en ratones sugieren que una relacion AUC/CMI de > 8,5 h™' es la exposicion
minima requerida para la actividad bacteriostatica frente a E. coli, K. pneumoniae
y P. aeruginosa, y la supervivencia de los ratones, pero esto varia segiin la especie
y el aislado bacteriano®2. El pardmetro AUC/CMI se ha relacionado con la
supresion de la aparicidon de resistencias; de hecho, en un modelo dindmico de
infecciéon de fibra hueca (HFIM) que simulaba una dosis diaria total de
fosfomicina intravenosa de 24 g, ya sea como dosis tinica o administrada en dosis
divididas, contra un aislado de E. coli con una CMI de fosfomicina de 1 mg/L,
demostré suprimir la apariciébn de resistencias (AUCo24/CMI de 3136 h-
1)138, También se ha postulado que el tiempo por encima de la CMI de cualquier
subpoblacion resistente puede ser importante como parametro predictor de
eficacia de la fosfomicina y la reduccion de la aparicion de resistencias. Asi,
VanScoy et al?3, postularon en un modelo in vitro de fosfomicina con aislados de
E. coli, que cuando la concentracién libre de fosfomicina estd por encima de la
CMI de estos aislados durante el 32,8 % del intervalo de dosificacion, la

concentracion bacteriana se reduce en 2 log, sin embargo, no se pudo cuantificar
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el tiempo que debia de estar por encima de la CMI de la subpoblacion

inherentemente resistente por limitaciones de la propia metodologia empleada.

La fosfomicina tiende a concentrarse en la orina con un AUC o de 31.995 mg/Lh
después de una dosis oral tnica de 3 g, que probablemente exceda la relacion
AUC/CMI potencialmente requerida para la supresion de la resistencia para
aislados con una CMI <8 mg/L**. Por otro lado, se han obtenidos resultados
parecidos en una simulacion dindmica in vitro de las concentraciones de
fosfomicina en la vejiga, que demuestran que tras una dosis oral tinica de 3 g de
fosfomicina contra aislados de E. coli y E. cloacae con CMI <4 mg/L probablemente
sea suficiente para suprimir la aparicion de resistencias. Sin embargo, la
aparicion de resistencias ocurrio con todos los aislamientos de K.

pneumoniae testados (rango de CMI de 2 a 8 mg/L)*®.

En general, las altas concentraciones alcanzadas en el tracto urinario pueden
explicar en parte la falta de aparicion de resistencia cuando se usan para estas
infecciones, al menos para algunos aislados. Es poco probable que estas
exposiciones tan elevadas se alcancen en plasma o liquido intersticial con una
terapia oral o intravenosa de fosfomicina, lo que puede explicar en parte las tasas
de aparicién de resistencia que se han descrito durante el tratamiento de
infecciones sistémicas en monoterapia, lo cual puede ocurrir hasta en un 20 % de
pacientes con infecciones distintas de una ITU%2¢%, La fosfomicina nebulizada
para el tratamiento de la neumonia puede ser una administracion alternativa que
podria dar lugar a las concentraciones necesarias para minimizar la aparicion de
resistencias®”, aunque es cierto que en el caso de la neumonia asociada a
ventilacién mecanica por bacterias gran negativas, el ensayo clinico aleatorizado
IASIS no demostro buenos resultados con la antibioterapia inhalada combinada
(amikacina y fosfomicina) comparado frente a placebo en términos de resolucion

mas rapida de la infeccién y mortalidad®.
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1.4 Farmacocinética poblacional de antimicrobianos. Aplicaciones
clinicas.

Ya se ha comentado anteriormente que el aumento dela resistencia a los
antimicrobianos y la escasez de nuevos antimicrobianos han enfatizado la
importancia de optimizar los regimenes de dosificacion de los antimicrobianos
nuevos y antiguos para mejorar los resultados clinicos en patologias
infecciosas. El modelado de las caracteristicas PK/PD de los antimicrobianos
puede respaldar la optimizacién de los regimenes de dosificacion, asi, los
parametros PK/PD de los antibidticos describe la relacion entre la eficacia,
la sensibilidad in vitro de un farmaco al microorganismo (generalmente expresada
como CMI) y la exposicion in vivo al farmaco, que depende de la PK y la dosis
(figura 7). A partir de esta relacion se deduce que, si se conoce la CMI, el
resultado microbioldgico y clinico del tratamiento estd determinado por el perfil
farmacocinético y las dosificaciones individuales. Para predecir esa exposicidn,
se pueden utilizar, y de hecho se estan utilizando, modelos farmacocinéticos
poblacionales, cuya calidad determinard el potencial de los valores de exposicion

estimados a partir del mismo*!.

miC PK Dosin
(susceptibility of a (exposure to the — re imegn
drug in vitro) drug in vivo) d

1 |

Microbiological cure
(antimicrobial efficacy
of the drug)

1

Clinical cure
(effect on host)
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Figura 7. Relacion entre la CMI, PK, dosis y efectos del farmaco2.

Durante el desarrollo de nuevos farmacos , se recomienda el uso de modelos
farmacocinéticos poblacionales de antimicrobianos para optimizar los regimenes
de dosificacion °. Estos modelos poblacionales también se utilizan para mejorar
los regimenes de dosificacion de antimicrobianos antiguos que se utilizan
actualmente y para individualizar el tratamiento en el entorno clinico. Muchos
de los antibioticos utilizados actualmente se desarrollaron y aprobaron hace
décadas, cuando los principios PK/PD eran en gran medida desconocidos y no
existian técnicas sofisticadas de modelado PK poblacional?2. Hoy en dia, algunos
de estos antiguos antimicrobianos se vuelven a estudiar y se publica un nimero
cada vez mayor de modelos farmacocinéticos poblacionales con nuevas
recomendaciones de dosificacién para poblaciones especificas. Por tanto, es
esencial tener una comprension suficiente de la interpretacion de los resultados
de los modelos para una buena implementacién de estas recomendaciones de

dosificacion??.

1.4.1 Principios PK-PD de los antimicrobianos

A continuacién, vamos a ir desgranando cada uno de los puntos y retos

implicados en los principios PK-PD de los antimicrobianos:

1.4.1.1 Indices PK-PD

Como se ha comentado anteriormente en el punto 1.1, los indices PK/PD
describen las relaciones exposicion-respuesta, por tanto, un indice PK/PD
representa la relacion entre una medida PK de la exposicion a los agentes
antimicrobianos (como la AUC o la Cmax) y una medida PD de sensibilidad
bacteriana al farmaco (generalmente la CMI). Asi, inicamente la fraccion no

unida a proteinas de un antimicrobiano es microbioldégicamente activa y puede
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penetrar en el espacio extravascular?*. Por lo tanto, los indices PK/PD se basan
en concentraciones no consolidadas y para cada antibidtico, se prueban
diferentes indices PK/PD, como AUC/CMI, Cmax/CMI y T>CMI (Figura 8) en
estudios preclinicos para identificar qué indice PK/PD tiene mas probabilidades
de estar asociado con la eficacia. Los indices PK/PD son diferentes para cada clase
de antimicrobiano. Por ejemplo, el indice PK/PD de los betalactamicos es el
porcentaje del intervalo de dosificacion en el que la concentracion del antibidtico
libre (libre) estd por encima de la CMI (%fI>CMI) y el indice PK/PD dela
vancomicina es f AUC 0-24 /MIC 273,

Concentration

Time

Figura 8. Curva de  concentracion-tiempo  que  muestra  los pardmetros

farmacocinéticos Cmax, AUC (drea sombreada) y el indice PK/PD T>CMI?.

1.4.1.2 Objetivos PK-PD

El objetivo de PK/PD es el valor minimo del indice PK/PD que garantiza una alta
probabilidad de éxito del tratamiento, por tanto, no existe un valor objetivo

PK/PD tnico para cada antimicrobiano y los valores objetivo de PK/PD varian
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entre los criterios de valoracion elegidos, como estasis, muerte microbiana
maxima o supresion de resistencia (para estudios preclinicos) y curacion

microbiologica o clinica (para estudios clinicos) 202.

Para alcanzar un objetivo PK/PD especifico, la exposicion del microorganismo al
agente antimicrobiano debe ser adecuado yesta exposicion depende

fundamentalmente de la dosis y las propiedades farmacocinéticas del farmaco?.

1.4.1.3 Valores objetivo de PK/PD

El valor objetivo 6ptimo de PK/PD auin no esta claramente definido para todos
los antibidticos, en parte porque esto depende de su indicacion clinica o uso?”.
Por ejemplo, para los antibidticos betalactamicos, los objetivos utilizados varian
entre 40-100% fT> MIC y 50-100% fT>4xMIC5#2%5, Actualmente, existe una
tendencia hacia el uso de objetivos mas ambiciosos para los pacientes criticos que
para los menos criticos?®. Es evidente que se requiere mas investigacion en esta
area. También es importante darse cuenta de que los valores objetivo de PK/PD
derivados preclinicos difieren de los valores derivados clinicos en pacientes

criticamente enfermos?..

1.4.1.4 Impacto de la union a proteinas

Los indices y objetivos de PK/PD se definen en la mayoria de los casos como
concentraciones libres (no unidas a proteinas plasmaticas), mientras que muchos
ensayos miden concentraciones totales (no unidas y unidas a proteinas)¥*?°. Sin
embargo, la unidon a proteinas suele ser muy variable y la hipoalbuminemia
ocurre con frecuencia en pacientes criticos, lo que podria conducir a resultados
poco confiables si se calcula una concentracion libre utilizando un valor
publicado en la literatura para la unién a proteinas*”’. Ademas, la unién a

proteinas puede depender de la concentracién e incluso ser no lineal®.
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1.4.1.5 Lugar de la medicién de las concentraciones

La mayoria de los objetivos de PK/PD se basan en los niveles en sangre, no
obstante, otros sitios del cuerpo también pueden ser importantes, aunque la
interpretacion de estos otros sigue siendo incierta®. Si existe una buena
correlacion entre los niveles plasmaticos y los niveles en las otras zonas
corporales, esto no supone un problema importante, ya que se trata simplemente
de un cambio en los valores objetivo, pero si la correlacion es menos predecible,
esto puede convertirse en un problema importante?®. Por ejemplo, en pacientes
muy obesos, las concentraciones tisulares pueden ser mucho mas bajas de lo
esperado®' o bien en pacientes con neumonias en los que la baja penetracién del
antibiotico en los pulmones puede impactar en alcanzar las concentraciones

objetivo?!.

1.4.1.6 Puntos de corte clinicos

Se necesita informacion sobre el objetivo PK/PD, las caracteristicas PK, la
exposicion, la variabilidad y los regimenes de dosificacion para establecer puntos
de corte clinicos. Asi, los puntos de corte clinicos son CMI que definen a los
microorganismos como susceptibles, intermedios o resistentes a antibidticos
especificos y determinan la eleccién antimicrobiana durante la terapia empirica

y dirigida®.

1.4.2 Anadlisis y simulaciones PK

La PK describe el comportamiento de los farmacos y sus metabolitos en el
organismo en términos de absorcion, distribucién, metabolismo y excrecidn,
asi las curvas de concentracidon-tiempo estan relacionados con la dosis recibida y

las caracteristicas del sujeto. Los métodos de andlisis PK se pueden distinguir

83



Introduccién Vicente Merino Bohérquez

entre enfoques individuales (punto 1.4.2.1) y poblacionales (1.4.2.2), que, a su vez,
pueden clasificarse como métodos paramétricos, no paramétricos, de maxima
verosimilitud y bayesianos (Figura 7). Los modelos farmacocinéticos
poblacionales se pueden utilizar para realizar simulaciones con el fin de evaluar
modelos (validacion interna o externa) y regimenes de dosificacion. Para este

ultimo proposito, se puede calcular la probabilidad de alcanzar el objetivo

(PTA)27.

Non-compartmental §
(software examples: §
Phoenix WinNonLin, PKSolver)
_— Individual PK methods ind [2]
e, C=Aetepe™ §
Compartmental i !
(software examples: § i
Phoenix WinNonLin, PKSolver)
Time c Tema b
Parametric Maximum likelihood

(software examples: Monolix,

PK analyses |—— NONMEM, Phoenix NLME)

Bayesian

(software examples: MW\PHARM
KinPop, Pmetrics/ITB)

Population PK methods

Maximum likelihood
(software example: Pmetrics/NPAG)

Bayesian

(currently not available as a software
package)

Figura 7. Esquema general de los métodos de andlisis PK.a) Andlisis no
compartimental: conexion de concentraciones individuales mediante interpolacion
lineal; b) y c) Andlisis compartimental: ajuste de concentraciones individuales en una
ecuacion de modelo compartimental (b: eje “y” lineal, administracion oral, 1
compartimento de distribucion. c: eje “y” logaritmico, administracion intravenosa, 2
compartimentos de distribucion); d) datos farmacocinéticos de la poblacion; e) Andalisis
paramétrico y f) No paramétrico de datos farmacocinéticos de la poblacion con 2
subpoblaciones de metabolizadores lentos (Ke baja, constante de eliminacién) y rdpidos
(Ke alta). El método parameétrico supone que los datos se distribuyen normalmente,

mientras que el método no paramétrico identifica las 2 subpoblaciones®2.
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1.4.2.1 Método PK individuales

Los métodos de PK individuales analizan cursos de tiempo de concentracion por
cada sujeto individual, asi, algunos ejemplos de métodos PK individuales son el
analisis no compartimental y el método estandar de dos etapas. El analisis no
compartimental (NCA) es el método PK individual mas sencillo, ya que no aplica
ningtin modelo a los datos, pero conecta las concentraciones individuales
observadas mediante interpolacion lineal, sin embargo, el método estandar de
dos etapas (STS) ajusta los datos de cada individuo por separado en una ecuacion
de modelo compartimental y luego combina estimaciones de parametros
individuales para generar parametros medios (poblacionales) y desviaciones

estandar?s.

Los métodos PK individuales usan técnicas relativamente simples y tutiles para
explorar conjuntos de datos y calcular medidas PK como AUC y Cmax. Sin
embargo, no proporcionan informacion detallada (por ejemplo, covariables)
sobre la variacion de los pardmetros farmacocinéticos en una poblacion. Otra
desventaja es que estos métodos requieren un muestreo intensivo. Algunos
ejemplos de paquetes de software para desarrollar PK individuales son Phoenix
WinNonlin y PKSolver. A parte de los métodos NCA y STS, algunos de los

paquetes PK individuales también ofrecen métodos PK poblacionales?*.

1.4.2.2 Meétodos PK poblacionales

Los métodos de PK poblacional analizan los cursos de concentracion-tiempo de
una poblacion en su conjunto, evaludndose durante el proceso de modelizacion
varios modelos con diferente nimero de compartimentos, tipos de eliminacion y
variabilidad. EI modelo final proporciona parametros PK poblacionales medios
(por ejemplo, volumen de distribucion o aclaramiento) y describe la variabilidad
entre sujetos (variabilidad interindividual o entre sujetos, BSV) y la variabilidad
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entre las dosis de un sujeto individual (intraindividual, BOV). La variabilidad
observada se explica por covariables, que son caracteristicas del sujeto como peso
corporal, funcion renal o edad, teniéndose en cuenta la variabilidad residual (por

ejemplo, la varianza del ensayo o las incertidumbres del muestreo)5.2%,

La evaluacion y validacion exhaustiva del modelo es importante para ofrecer un
modelo sélido y confiable, asi, algunos ejemplos de métodos y técnicas de
evaluacion/validacion de modelos son las funciones objetivas basadas en la
probabilidad (como el Akaike Information Criterium -AIC-), graficos, bootstrapping
para estimar la precision de los parametros, simulaciones (p. €j., Visual Predictive
Check [VPC] o los Errores de Distribucion de Prediccion Normalizada (NPDE) y
por otro lado, la validacion externa, usada cuando el modelo desarrollado se
aplica a un nuevo conjunto de datos?2%,

Tradicionalmente, los pardmetros farmacocinéticos de la poblacién se estimaban
mediante el enfoque “individual” estdndar de dos etapas, que no puede describir
ni explicar los tipos de variabilidad. Los métodos farmacocinéticos poblacionales
mas sofisticados implican el desarrollo de modelos no lineales de efectos mixtos.
Estos modelos se denominan "no lineales" porque las ecuaciones PK no son
lineales y el término “Efectos mixtos” implica la descripcion de efectos fijos (que
son los mismos para cada individuo) y efectos aleatorios (especificos de cada
individuo).

Por otro lado, los métodos de modelado PK de la poblacion se pueden clasificar
estadisticamente como paramétricos o no paramétricos. Las clasificaciones
paramétricas y no paramétricas se pueden dividir en enfoques de maxima
verosimilitud o bayesianos?”2%. A continuacion, describiremos brevemente los

diferentes enfoques de modelado:

a) Métodos paramétricos de maxima verosimilitud
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Los métodos paramétricos de maxima verosimilitud asumen que la distribucion
de los parametros de la poblacion se obtiene con parametros de poblacién
desconocidos*®. Estos métodos estiman el conjunto de parametros que
maximizan la probabilidad conjunta de observaciones. La mayoria de los
paquetes de software actuales para el modelado PK de poblaciones son métodos
paramétricos de mdaxima verosimilitud (por ejemplo, Monolix, NONMEM y
Phoenix NLME). Cada paquete ofrece uno o mds algoritmos matematicos para

facilitar el modelado de maxima verosimilitud, como FOCE, SAEM o QRPEM?2?,

b) Métodos no paramétricos de maxima verosimilitud

A diferencia de los métodos paramétricos, los métodos no paramétricos no hacen
suposiciones sobre las formas de las distribuciones de parametros subyacentes,
lo que tedricamente es una ventaja para detectar subpoblaciones. Los métodos no
paramétricos utilizan una funcion de probabilidad exacta, mientras que los
métodos paramétricos utilizan una aproximacion. Un inconveniente de los
métodos no paramétricos es que los intervalos de confianza sobre las
estimaciones de los pardmetros no se determinan facilmente?”2%, Por ejemplo, el
algoritmo NPAG del paquete de software Pmetrics (antiguo MM-
USCPACK/USC*PACK, anteriormente basado en el algoritmo NPEM), es un

método de maxima verosimilitud no paramétrico?".

¢) Métodos bayesianos

El método bayesiano iterativo paramétrico de dos etapas (ITB) utiliza los valores
medios de los parametros y sus desviaciones estandar (obtenidas a partir de un
método STS o cualquier suposicion inicial razonable) como antecedentes
bayesianos. Posteriormente, se examinan los datos individuales de los pacientes

para obtener valores de parametros posteriores bayesianos basados en el
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procedimiento bayesiano de maxima probabilidad a posteriori (MAP). Los
valores medios de los parametros se pueden calcular nuevamente y utilizar como
valores anteriores bayesianos para obtener nuevos valores posteriores
bayesianos. Este proceso iterativo se repite hasta que la diferencia entre la
poblacion y los valores estimados alcanza un valor minimo®'22, Ejemplos de
paquetes de software que incluyen el método ITB son el mdédulo KinPop en
MWPHARM vy el algoritmo ITB en Pmetrics, que se utiliza principalmente para

estimar rangos de parametros que se pasaran a NPAG?0%1,

Algunos desafios de la PK poblacional, son que atin se desconoce qué enfoque
PK poblacional (paramétrico o no paramétrico) es el mas adecuado para
preguntas de investigacion especificas y que hacen falta mds estudios que
comparen ambos métodos. Por otro lado, un inconveniente de muchos estudios
de modelizacion es que el tamano de la muestra suele ser pequeno y que se omite

el calculo del tamafio muestral?!2%.

1.4.2.3 Simulaciones

Cuando se trata de aplicaciones clinicas, las simulaciones que utilizan modelos
farmacocinéticos poblacionales generalmente se realizan con dos propdsitos: 1)
evaluacion del modelo y 2) evaluacion de la dosificacion. Para la evaluacion del
modelo, los datos de concentracion-tiempo se simulan y se comparan con un
subconjunto del conjunto de datos original (validacién interna) o datos nuevos
(validacion externa). Para la evaluacidon de la dosificacion, se simulan datos de
concentracion-tiempo para varios regimenes de dosificacién con el fin de
estudiar la exposicion y la probabilidad de alcanzar el objetivo (PTA), por
ejemplo, en subpoblaciones especificas como pacientes de UCI o pacientes con
insuficiencia renal o durante el proceso de definicion de puntos de corte

microbiologicos?6283:2%,
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La simulacion estocastica a partir de modelos PK poblacionales con parametros
de efectos fijos y aleatorios es mas compleja que la simulacidén no estocastica a
partir de modelos simples de efectos fijos. Sin embargo, la simulacion estocastica
de Monte Carlo puede manejar la variabilidad aleatoria y, por lo tanto, es el tipo

de simulaciéon mas utilizado para los modelos PK de poblacion®*>*

- Probabilidad de consecucion del objetivo (PTA)

Las simulaciones de Monte Carlo basadas en modelos farmacocinéticos
poblacionales se pueden utilizar para calcular la PTA de objetivos especificos de
PK/PD para varios regimenes de dosificacion y una distribucion de CMI
determinadas®*?%. Para ello, se utilizan diferentes métodos para presentar los
resultados de la PTA, por ejemplo, una opcion seria trazar o tabular el PTA de un
objetivo PK/PD especifico como una funcion de la CMI (Fig. 8a). Se pueden
incluir varios regimenes de dosificacion en dicho grafico, pero una desventaja de
este enfoque es que solo se puede incluir un valor objetivo de PK/PD por grafico.
Dado que los valores objetivo-Optimos de PK/PD no estan definidos para todos
los antibidticos e indicaciones, puede resultar titil mostrar varios valores objetivo
en un grafico. Esto tultimo es posible en el grafico que se muestra en la Fig. 8b,
donde el objetivo de PK/PD (aqui: %f T>CMI) se representa como una funcién de
la CMI para un régimen de dosificacion especifico. Al incluir la media (o
mediana) de la poblaciéon y las estimaciones (percentiles) del intervalo de
confianza (IC) en el grafico, se pueden leer los PTA para varios valores objetivo
de PK/PD. El limite inferior de un IC del 95 % corresponde a un PTA del 97,5
%. Por ejemplo, en Fig. 8b, el PTA para el 40% fI>CMI es 97,5% para 250 mg cada
8 h y una CMI de 0,25 mg/L. De hecho, EUCAST (Comité Europeo sobre Pruebas
de Sensibilidad a los Antimicrobianos) utiliza estos graficos para determinar los

puntos de corte microbiologicos?.
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Figura 8. (a) PTA para diversos regimenes de dosificacién de amoxicilina para
alcanzar el objetivo del 40% f T>CMI para una variedad de CMI. (b) % f T>CMI
mostrado como una funcién de la CMI para amoxicilina 250 mg cada 8 h297.

1.4.3 Aplicaciones clinicas de modelos farmacocinéticos poblacionales.

Los modelos farmacocinéticos poblacionales no solo se utilizan durante el
desarrollo de nuevos farmacos?®, sino que también tienen diversas aplicaciones
clinicas una vez que el farmaco estd disponible en el mercado. Desde la

perspectiva de los antimicrobianos, se pueden especificar tres aplicaciones
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clinicas principales: evaluacion de la dosificacion de antimicrobianos antiguos,
establecimiento de puntos de corte clinicos y monitorizacién de farmacos

terapéuticos?”. Vamos a describir cada una de ellas a continuacion:

1.4.3.1 Evaluacion de dosificaciéon de antibioticos antiguos.

Como se describié anteriormente, se pueden realizar simulaciones utilizando
modelos farmacocinéticos poblacionales para evaluar los regimenes de
dosificacion y posteriormente predecir los PTA para diferentes regimenes de
dosificacion y CMI.Cada vez se publican mds investigaciones con
recomendaciones de dosificacion basadas en simulaciones de PTAZ!-23, Aunque
estas publicaciones rellenan la brecha de conocimiento en lo referente a la
dosificacion en subgrupos especificos, sus recomendaciones deben considerarse
cuidadosamente porque a menudo falta la validacion clinica y la correcta eleccion
del valor objetivo de PK/PD, siendo cuestionables los niveles de aceptacion de
los PTA?7%,

Por tanto, la preocupacién mds importante es que a menudo falta la validacion
clinica de las nuevas recomendaciones de dosificacion. Es deseable que futuros
estudios de validacion clinica no sélo se centren en el logro de objetivos, sino que
también relacionen la exposicion con los resultados clinicos. Una revision
reciente sobre la PK/PD de la gentamicina y otros aminoglucésidos encontr6 que
sOlo un estudio evalud prospectivamente las recomendaciones de dosificacién
basadas en modelos para ver qué exposicion se logro realmente en la practica
clinica?’>%,

Otro ejemplo de recomendacidon posoldgica que apenas ha sido validada
prospectivamente es la ciprofloxacina, La ciprofloxacina es una fluoroquinolona
que se receta con frecuencia . El objetivo farmacodinamico de AUCo24/CMI>125
(0 fAUCo24/CMI>100) para P. aeruginosa esta bien establecido en estudios in vitro,

en animales y clinicos?**%!. Segtin el laboratorio comercializador, para la mayoria
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de las indicaciones, el régimen de dosificacion recomendado de ciprofloxacino
intravenoso es de 400 mg dos o tres veces al dia en pacientes con funcion renal
normal, lo que implica que el médico que prescribe puede elegir la frecuencia de
dosificacion®?. Sin embargo, un numero cada vez mayor de estudios de
simulacion que utilizan modelos farmacocinéticos poblacionales muestran que
es necesario un régimen de dosificacion de 1200 mg/dia para alcanzar el objetivo
farmacodindmico de AUCo24/CMI>125 (0 100 para la concentracion de farmaco
libre) para patogenos Gram-negativos con una CMI> 0,5mg/1.20%303304,

Un inconveniente importante de estos estudios es que las recomendaciones de
dosificacion de 400 mg cada 8 h para CMI > 0,5 mg/L se basaron en simulaciones
y no se validaron prospectivamente. La mayoria de la poblacién del estudio
recibi6é una dosis diaria maxima de 800 mg/dia, A pesar de que estos estudios
llegaron a la misma conclusion, los disefios de los estudios fueron notablemente
diferentes, de hecho, algunas poblaciones de estudio fueron sélo pacientes de la
UCI?®3%5, mientras que otras poblaciones de estudio también incluyeron
pacientes hospitalizados no criticos?**%%3%, Algunos estudios redujeron la dosis
en pacientes con insuficiencia renal, cada uno utilizando un algoritmo de
dosificacion diferente?3%33% mientras que en otros estudios no se aplico la
reduccion de la dosis?3%, Por tanto, es dificil trasladar estas recomendaciones a
la practica clinica, ya que incluso la EMA y la FDA ofrecen diferentes
recomendaciones de dosificacion para ciprofloxacina en pacientes con

insuficiencia renal3%-307,

Por otro lado, los objetivos PK/PD para algunos antimicrobianos y poblaciones

aun no estan claros?2. Algunos autores utilizan dos o mas objetivos y dan
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diferentes recomendaciones de dosificacion seguin el objetivo®®. De hecho, la
revision mencionada anteriormente sobre la gentamicina mostré que los
objetivos elegidos en 7 estudios de simulacion en adultos variaron entre Cmax>8
mg/L, Cmax>10 mg/L, Cmax>22 mg/L, Cmax/CMI>8, Cmax/CMI>10,
AUC24=70-120 mg h/L y AUC48>140 mg h/L>".

Por ultimo, la interpretacion de la PTA supone otro desafio, ya que no estad
estandarizada, debido a que los niveles de aceptacion de la PTA utilizados varian
entre el 90% y el 100% y, a veces, ni siquiera se mencionan. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que un PTA del 90% significa que el 10% de los
pacientes no alcanzan el objetivo para una CMI especifica, lo que implica que la
probabilidad de éxito del tratamiento disminuye.Para los nuevos
antimicrobianos, la EMA indica un PTA del 90% para la seleccion de dosis®. Las
CMI elegidas para las recomendaciones de dosificacion siempre deben sopesarse
con los puntos de corte clinicos de CMI publicados internacionalmente. EUCAST
utiliza los valores MIC basados en PTA del 97,5% y 99% para establecer los

puntos de corte®.

1.4.3.2 Establecimiento de los puntos de corte clinicos

EUCAST proporciona puntos de corte clinicos relacionados con especies
microbianas y PK/PD (no relacionados con especies microbianas). El
procedimiento EUCAST para establecer puntos de corte PK/PD incluye
simulaciones de Monte Carlo utilizando modelos PK poblacionales para estimar
la exposicion de un agente antimicrobiano en la poblacidon de pacientes objetivo
para los regimenes de dosificacion comuinmente utilizados. Después de las
simulaciones, la PTA se determina para diferentes objetivos PK/PD
y posteriormente, el objetivo PK/PD se traza como una funcion de la CMI para la

media de la poblacion y las estimaciones de IC del 95% y 99% (correspondientes
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auna PTA del 97,5% y 99,5%). EUCAST utiliza los valores de CMI resultantes de

ambas PTA para determinar un punto de corte PK/PD?.

1.4.3.3 Monitorizacidn terapéutica de farmacos

La monitorizacién farmacocinética o monitorizacién terapéutica de farmacos
(TDM) consiste en la medicion de las concentraciones de farmacos para optimizar
los regimenes de dosificacion para pacientes individuales con el objetivo de
maximizar la eficacia y minimizar la toxicidad. Los criterios para que un farmaco
sea apropiado para TDM son: gran variabilidad entre sujetos, pequena
variabilidad entre ocasiones, relacion concentracion-efecto definida, rango
terapéutico pequeno, método de andlisis disponible y ningiin pardmetro clinico
claramente definido que permita ajustes de dosis (p. €j., glucosa o Niveles de

INR)3.

1.4.3.3.1 Enfoques de la TDM

La TDM se puede aplicar evaluando si las concentraciones del farmaco estdn en
el rango terapéutico, pero en caso de que las concentraciones se desvien o cuando
el objetivo terapéutico no es solo una concentracién sino, por ejemplo, un AUC,
es dificil proporcionar una recomendacién de dosificacion de manera
manual. Un enfoque mds sélido para individualizar la dosificacion mediante
TDM es el procedimiento de ajuste bayesiano de mdaxima probabilidad a
posteriori (MAP)*? y que se implementa en varios programas de software TDM
tal y como se describié anteriormente. La biblioteca de estas herramientas de
software TDM incluye pardmetros poblacionales, desviaciones estandar y

covariables basadas en modelos PK poblacionales.?310

1.4.3.3.2 Programas de software para TDM
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En términos practicos, la monitorizacion terapéutica de farmacos (TDM) sirve
como la aplicacién de esta disciplina en un entorno clinico, que implica
dosificacion individualizada basada en el seguimiento de las concentraciones de
farmaco. Utilizando esta informacion, se puede lograr la optimizacion de la dosis
mediante una evaluacion de la exposicion a la concentracion®!. Las herramientas
principales empleadas para TDM incluyen nomogramas, ecuaciones y software
farmacocinéticos (PK). Desafortunadamente, los fracasos terapéuticos y las
toxicidades siguen siendo frecuentes, particularmente en medicamentos y
poblaciones que exhiben una variabilidad farmacocinética inter e intraindividual
sustancial®.

Para abordar esta cuestion, se han desarrollado programas informaticos para
ayudar a los profesionales a predecir el régimen de dosificacion éptimo para cada
paciente®!312, La dosificacion de precision basada en modelos (MIPD) representa
una disciplina avanzada dentro de la TDM, que proporciona una
individualizaciéon de dosis basada principalmente en mediciones de TDM y, en
segundo lugar, en modelos de poblacion PK que tienen en cuenta las
caracteristicas individuales y las variabilidades intra e interpacientes. El logro de
este enfoque requiere la integracién del conocimiento y la optimizacion
matematica dentro del software especializado®®.

Se han desarrollado varios programas de software para facilitar las predicciones
de las concentraciones de farmacos en los pacientes y proporcionar
recomendaciones de dosis que tengan en cuenta las variaciones individuales
dentro del modelo poblacional. Estas predicciones normalmente se basan en el
teorema bayesiano®**. El mayor uso del software MIPD se puede atribuir a su
precision, al avance de los modelos farmacocinéticos poblacionales y a la
creciente gama de farmacos que pueden optimizarse. Ademads, existe un
reconocimiento cada vez mayor de la importancia de la individualizacion de la
dosis para las poblaciones vulnerables, incluidos los pacientes de edad avanzada,

los que padecen insuficiencia renal o hepatica, las mujeres embarazadas, los
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pacientes en estado critico y los pacientes pediatricos. En consecuencia, los
programas informaticos se han convertido en una herramienta muy valorada en
la practica clinica habitual?331°,

Sin embargo, la adopcidn generalizada del software MIPD se ve obstaculizada
por la accesibilidad limitada y la falta de informacion completa sobre sus
caracteristicas y aplicabilidad clinica (entre otras razones). Esta falta de
informacion dificulta el andlisis comparativo eficiente y efectivo entre diferentes
opciones de software. Ademas, algunos autores sostienen que la mayoria del
software de seguimiento farmacocinético requiere un mayor desarrollo para
mejorar la facilidad de uso, la capacidad de almacenamiento de datos y la
generacion de informes®.

En una publicacién del afio 2012, se revis6 un total 12 herramientas de software
que se diferencian en la cantidad de farmacos que se ofrecen en su biblioteca (de
2 a 180) para optimizacion. Ocho de estos programas brindan la opcion de
agregar nuevos modelos de medicamentos, asi como la disponibilidad de la
adaptacion de dosis bayesiana MAP en 10 de ellas y la propuesta de regimenes
de dosificacion a priori basados en ciertas covariables en 9 de ellas. Los autores
de la revisién recomiendan que la mayoria de las herramientas de software se
pueden mejorar, mas especificamente la interfaz, la facilidad de uso, la capacidad
de almacenamiento de datos y la generacion de informes.

Recientemente en otra revision®® sobre las herramientas informaticas para
realizar MIPD, concluyd que de 28 programas clasificados como software MIPD
solo 18 se encuentran disponibles y que todos ellos utilizan métodos estadisticos
bayesianos para estimar la exposicion a los farmacos y todos proporcionan un
modelo de poblacion por defecto, excepto uno de ellos (NONMEM). Aunque
también indican que seria interesante estandarizar la calidad y validar las

herramientas informaticas.
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1.4.3.3.3 TDM en la practica clinica

TDM se aplica a muchas clases de antimicrobianos, como aminoglucdsidos (por
ejemplo, gentamicina, tobramicina y amikacina) y glicopéptidos (por ejemplo,
vancomicina y teicoplanina), la TDM se ha convertido en una practica clinica
estdndar para maximizar la eficacia y minimizar la toxicidad de estos
farmacos. Para otros grupos, como los betalactdmicos y las fluoroquinolonas, la
TDM atin no se emplea comunmente?”?8. Las razones mas importantes por las
que la TDM no se utiliza habitualmente para todas las clases de antimicrobianos
son: objetivos terapéuticos poco claros (comentados anteriormente), falta de
estudios con resultados clinicos relevantes y la falta de disponibilidad de las

técnicas especificas para medirlos en el medio hospitalario??3317-519,

A pesar de que la TDM se utiliza ampliamente en la practica clinica, hay escasez
de estudios prospectivos sobre la influencia de la TDM en los resultados
clinicos®7-32!, También para los antibidticos que ya estan en programas TDM, los

estudios prospectivos son escasos®”.

A continuacién, detallaremos varios ejemplos sobre estudios prospectivos sobre

TDM de antimicrobianos en la practica clinica:

- Aminoglucdsidos: dos estudios prospectivos controlados sobre TDM con
aminoglucdsidos utilizando software bayesiano mostraron que TDM
redujo significativamente la nefrotoxicidad, la hospitalizacion y los
costos®23%, Sin embargo, estos dos estudios se realizaron antes de la
introduccion de la dosificacion a intervalos prolongados de
aminoglucdsidos y es posible que no reflejen la practica actual.

- Vancomicina: para la vancomicina, tres estudios controlados prospectivos

mostraron que la TDM redujo significativamente la nefrotoxicidad y que la TDM

es un procedimiento rentable324-326,
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Un estudio prospectivo controlado que incluyé amikacina, ciprofloxacina,
levofloxacina, ceftazidima y cefotaxima demostr6 que la TDM mejoraba la
probabilidad de un buen resultado clinico y la erradicacion de patogenos
[68]. En este estudio, el software bayesiano se utilizd sélo para la
amikacina y las dos fluoroquinolonas, pero no para los dos

betalactamicos3?.

Betalactamicos: Pai Mangalore et al*® realizaron una revision sistematica y
un metaandlisis sobre la dosificacion guiada por TDM y la relacion con los
resultados clinicos (mortalidad por todas las causas, curaciéon clinica,
curacion microbioldgica, fracaso del tratamiento, duracidn de la estancia
hospitalaria y en la unidad de cuidados intensivos, logro del objetivo,
eventos adversos relacionados con los antibioticos, y aparicién de
resistencia) en pacientes criticamente enfermos con sepsis sospechada o
comprobada. Se incluyeron once estudios (n=1463 pacientes), no
encontrandose asociacion con la mortalidad y la duracion de la estancia
hospitalaria, sin embargo, la dosificacion guiada por TDM si que mejord

la curacion clinica y microbioldgica y también la respuesta al tratamiento.

Fosfomicina: en el caso de fosfomicina hay muy poca experiencia con la
TDM mas alla de algtin caso aislado publicado, en el que se combinan con
meropenem en un paciente con NAVM vy bacteriemia por K. pneumoniae
KPC/OXA-48 y en el que se monitorizaron ambos antibidticos para

optimizar las dosis definidas y alcanzar el objetivo®.

1.4.3.3.4 Seleccion del modelo PK poblacional

Un aspecto importante de los programas TDM confiables es la eleccion de un

modelo farmacocinético poblacional que debe ser adecuado para la poblacion de
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pacientes para la cual se va a realizar la TDM. Neef et al** presentaron un caso de
ajuste bayesiano MAP de vancomicina en el que 4 modelos farmacocinéticos
poblacionales diferentes dieron como resultado 4 recomendaciones de esquemas
de dosificacion sorprendentemente diferentes y que describimos a continuacion.
Este caso describe a un recién nacido de 3 semanas (3,6 kg, 50 cm, creatinina sérica
25 umol/L) que recibio 70 mg de vancomicina cada 12 h con una duracién de
infusion de 2 h. Se representaron graficamente dos niveles antes y después de la
tercera dosis. La figura 10 muestra el rendimiento de la TDM de 4 modelos para
4 regimenes de dosificacion probados. Esta claro que el modelo D tiene el peor
ajuste de los niveles medidos. Los otros modelos tienen mejores ajustes, pero el
modelo A predice niveles muy altos, probablemente debido a la ausencia de
tolerancia en los parametros del modelo. La conclusion de los autores es que el

modelo B se ajusta mejor a los datos.
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Figura 10. Rendimiento de la TDM de 4 modelos de poblaciéon A—D para 4 regimenes
de dosificacién probados para cada modelo: 1) 50 mg/24 h en infusién continua, 2) 100
mg/24 h en infusién continua, 3) 25 mg/ 12 h, 4) 10 mg/24 h27s.

1.4.3.3.5 Consideraciones para la realizacion de la TDM
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Obviamente, la disponibilidad de una técnica analitica para determinacion del
antimicrobiano es una condicion limitante para la realizacion de la TDM. Sin
embargo, la disponibilidad de pruebas difiere segtin el antimicrobiano y también
segin el hospital. La mayoria de los hospitales tienen ensayos para
aminoglucdsidos y vancomicina®’, pero los ensayos para betalactdmicos y
fluoroquinolonas son menos comunes>*®. Las posibles razones que impiden que
las instituciones proporcionen realizacion de TDM podrian ser la ausencia de un
estudio prospectivo con resultados clinicos favorables o el requisito de tener
técnicas especificas como los métodos cromatograficos en lugar de las técnicas de
rutina como los inmunoensayos®. Una técnica analitica para medir las
concentraciones de antimicrobianos es esencial para proporcionar informacion
que sirva de base para los modelos farmacocinéticos poblacionales y poder
utilizarlos en la practica clinica. Por tanto, es importante medir las
concentraciones libres de antimicrobianos con una gran variabilidad en la unién
a proteinas. Actualmente, los ensayos de concentraciones plasmaticas son
suficientes para uso clinico porque la mayoria de los valores objetivo de PK/PD
actuales se basan en las concentraciones en el compartimento central, aunque la
concentracion en el sitio de la infeccion también podria ser importante y es un

punto caliente de investigacion que esta en curso?s.

Por otro lado, para ajustar la dosis de antimicrobianos basandose en la TDM, es
necesaria tanto la medida de la concentracién del antimicrobiano en si como la
CMI del patogeno responsable de la infeccion. Sin embargo, la mayoria de las
instituciones utilizan una tinica determinacién de CMI que es inapropiada y que
potencialmente puede generar una dosis insuficiente en los pacientes. La
precision y variacion de las mediciones de la CMI deben considerarse

cuidadosamente durante este proceso®.

Por ultimo, es necesaria la buena interpretacién de estudios de modelizacion

farmacocinética poblacional, ya que el escaso conocimiento de PK/PD vy
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modelado impide una buena comprension de las recomendaciones de
dosificacion resultantes de estudios de modelado y simulacion, puntos de corte
clinicos y TDM. Por tanto, una buena educacion sobre estos temas es esencial

para mejorar la dosificacion de antibiodticos en la practica clinica??.

1.5 Técnicas de determinacion de antimicrobianos en fluidos
biologicos

El método mads utilizado para el TDM actual y tradicional implica ensayos
inmunoldgicos, que utilizan principalmente sistemas cerrados y automatizados
en los laboratorios clinicos. Se suelen utilizar kits comerciales para antibidticos
"toxicos" como vancomicina y aminoglucdsidos que son apreciados
principalmente por su rapidez. Sin embargo, la estandarizacion y calibracion de
este tipo de pruebas no siempre es facil y los inmunoensayos a menudo se
adaptan a sistemas automatizados convencionales abiertas para reducir el coste
de la determinacién. Como ejemplos, podemos destacar la técnica de
inmunoensayo de donantes de enzimas clonadas (CEDIA) de ThermoFisher
Scientific y Roche o la técnica de inmunoensayo multiplicado por enzimas

(EMIT) de Olympus Chemistry Systems*?2.

La segunda tecnologia mas utilizada es la cromatografia liquida (LC), que a
menudo se combina con la espectrometria de masas (LC-MS). Esta tecnologia
utiliza principalmente ensayos y protocolos desarrollados de manera local, lo que
proporciona un nivel de flexibilidad experimental que se puede adaptar
facilmente a los antimicrobianos comtinmente utilizados. La LC-MS es una
tecnologia altamente adaptable y cuando los marcadores moleculares en forma
de estandar internos estan disponibles y el equipo y el personal asociado tienen

una buena cobertura financiera, es una buena opcién para realizar las
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determinaciones. Por otro lado, la demora en la informacién de los resultados
analiticos de estas tecnologias (24 a 96 h) puede representar un obstaculo
importante para su uso clinico sumando a que el uso de la LC-MS requiere la
contratacion de un técnico experto y esto puede dificultar un servicio de 24 horas.
Ademas, la tecnologia no esta disponible en todos los laboratorios, sino que esta
principalmente en los laboratorios metropolitanos, lo que a menudo provoca
retrasos o prolongaciones en el tiempo para obtener resultados. De hecho,
actualmente se estan desarrollando diversos prototipos “point of care”. El uso de
tecnologias de biosensores ha sido propuesto, explorado superficialmente siendo
los primeros resultados prometedores®334, Otras publicaciones recientes se
basaron en el uso exitoso de dispositivos de microfluidica para monitorizar las
concentraciones de aminoglucosidos y betalactdmicos en sangre total con un
amplio rango dindmico®>%, El desarrollo de estos métodos miniaturizados y
potencialmente automatizables puede posicionar mejor la TDM en los
laboratorios clinicos de rutina, particularmente si se demuestra que son rentables.
Por otro lado, se esta trabajando en la determinacion de antimicrobianos a través
de fluidos corporales, que puede hacer que la TDM sea mas factible, ya que es

una técnica no invasiva®’.

1.5.1 Técnicas analiticas para realizar TDM de antibioticos betalactamicos

La TDM se utiliza principalmente para fdrmacos con un indice terapéutico
estrecho (como aminoglucdsidos y glicopéptidos) para maximizar la eficacia y
minimizar la toxicidad®$. La TDM de antibioticos betalactdmicos es una técnica
relativamente nueva y, aunque hasta la fecha no hay evidencia de que esto

conduzca a mejores resultados clinicos, estd ganando popularidad como medio

102


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/aminoglycoside

Vicente Merino Bohérquez Introduccion

para optimizar la dosificacibn en poblaciones de pacientes dificiles,

principalmente por razones de eficacial”?%.

Sin embargo, a diferencia de la TDM de aminoglucdsidos y glicopéptidos, no hay
ensayos comerciales disponibles, como los inmunoensayos , para el seguimiento
rutinario de los antibidticos betalactamicos. En la figura 11 se muestra una
comparacion de la TDM de antibidticos betalactamicos con la de

aminoglucésidos y glicopéptidos®®.

Margen Justificacién TDM UssllEa

ARIETDI S terapéutico disponibles

Eficacia

Desarrollo local
de métodos
analiticos

Antibioticos
Betalactamicos

Toxicidad

Eficacia

Kits comerciales
disponibles

Glucopéptidos y
aminoglucdsidos

Estrecho

Toxicidad

Figura 11. Comparacion de la TDM: antibidticos betalactdmicos vs aminoglucdsidos y
glicopéptidos. Adaptado de Carlier et al>®.

1.5.1.1 Meétodos para medir las concentraciones de antibiéticos betalactdmicos
en plasma o suero.

1.5.1.1.1 Métodos cromatograficos

Utilizando métodos cromatograficos, se puede lograr una mayor variedad de

antibidticos para TDM, predominando la cromatografia liquida de alto
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rendimiento (HPLC) junto con detectores ultravioleta (UV) o espectrometria de
masas (MS)3¥. Varias empresas han desarrollado métodos de kits listos para usar
para el analisis cuantitativo de varios antibioticos, incluidos los betalactamicos,
en plasma. Sin embargo, dado que la instrumentacion en diferentes laboratorios
varia, la transferencia del método es mas complicada y requiere mas tiempo que
con los métodos de inmunoensayo tradicionales*2. El bajo rendimiento de los
analizadores es otra desventaja de los métodos cromatograficos y también las
muestras de pacientes, asi como los controles internos y los calibradores, primero
deben someterse a un proceso de extraccién adecuado que suele tener una alta
complejidad, todo ello conduce a tiempos de respuesta prolongados que
disminuyen la eficacia del proceso TDM. Sin embargo, tienen algunas ventajas
que no debemos olvidar, como la posibilidad de analisis simultaneo de varios
analitos con resultados sdlidos que nos llevan a una alta especificidad y
sensibilidad®?. Otra ventaja de los métodos cromatograficos es la capacidad de
desarrollar métodos in situ (internos), de modo que los laboratorios puedan
proporcionar una cartera mas amplia de analitos. Sin embargo, el desarrollo y la
validacion de métodos internos consumen mucho tiempo y requieren personal

analitico capacitado®*.

En la literatura hay muchas publicaciones sobre determinacion de antibidticos
betalactdmicos mediante métodos cromatograficos, la mayoria de ellas con
deteccion UV-visible**, aunque cada vez aparecen mads publicaciones con
determinaciones en espectrometria de masas*®. Ademads, no parece haber
diferencias entre si la determinacion se hizo en plasma o en suero y la mayoria
de los manuscritos no informaron sobre ensayos de estabilidad, aunque esto es
de gran importancia para los antibidticos betalactamicos, que en algunos casos

son relativamente inestables34.

En una revision estructurada sobre métodos de determinacion de antibidticos

betalactamicos, determind que el antibidtico betalactamico medido con mayor
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frecuencia fue meropenem, seguido de piperacilina yla cantidad de
betalactamicos medidos en un solo analisis oscil6 entre 3 y 12, con una mediana
de 6 antibidticos®. Por otro lado, en esta misma revision concluyen que la
mediana del tiempo de analisis por muestra fue de 8 min (RIQ 5,9-21,3 min). Sin
embargo, para la TDM de rutina son deseables tiempos de ejecucion mas cortos,
ya que un lote con multiples calibradores y muestras de control de calidad puede
requerir el andlisis consecutivo de una gran cantidad de muestras y alargar los

tiempos de respuesta®.

En cuanto a la preparacion de la muestra, debemos de tener en cuenta que, al
desarrollar un método para determinar la concentracion total en plasma, se
pueden usar una variedad de procedimientos de preparacion de muestras,
dependiendo de la forma en que se “pretrata” la muestra (precipitacién de
proteinas usando solventes organicos o usando extraccion en fase soélida) y,
dependiendo de la evaporacion que puede ser opcional, si queremos o no
concentrar la muestra. La mayoria de los métodos publicados
utilizan desnaturalizaciéon ~de  proteinas y  dilucion posterior  del
sobrenadante33*" y algunos utilizan la extraccidén en fase solida y dilucion
posterior®s. En los que se determinan concentraciones libres de antibidticos el

método de cuantificacion utilizado es la ultrafitracion34935°,

Otras formas de biomuestreo son las gotas de sangre seca o dried blood spots,
por sus siglas en inglés, en la que se recoge una gota de sangre como una mancha
en un papel de filtro. Se utiliza mas comunmente para la deteccion de trastornos
metabolicos en recién nacidos, pero se utiliza cada vez mas para fines de TDM
debido a ventajas que incluyen un bajo volumen de muestreo de sangre, un
transporte mas conveniente, un almacenamiento sin tratamiento especial y una
mayor estabilidad del analito, ventajas que resultan muy atractivas para la TDM

o para el desarrollo de estudios farmacocinéticos®"%2,
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De hecho, se han desarrollado métodos para medir concentraciones de
ertapenem a partir de gotas de sangre seca para TDM en recién nacidos, en
quienes el muestreo de volumenes altos no es practico, también hay descritos
otros métodos que midieron piperacilina-tazobactam y linezolid con esta
estrategia® . Sin embargo, debe tenerse en cuenta que utilizando esta
estrategia de muestreo no es posible determinar concentraciones libres, lo que
puede ser un problema para farmacos altamente unidos a proteinas como el
ertapenem con aproximadamente un 90 % de wunién a proteinas
plasmaticas. Ademas, el proceso de secado después del muestreo dura mas de 2
h y las gotas de sangre seca pueden sufrir alteraciones que pueden afectan la
confiabilidad de los resultados, incluidas variaciones en el volumen de las gotas
de sangre, la homogeneidad de las gotas de sangre y las concentraciones de
hematocrito. La variabilidad del hematocrito (definido como el porcentaje en
volumen de globulos rojos en la sangre) es un desafio que suscita mucho debate,
ya que una fuerte desviacion de los valores de hematocrito puede afectar
significativamente a la cuantificacion de analiticos usando esta estrategia®2. De
hecho, cuando se utiliza un punzén de didmetro fijo, los punzones con un
hematocrito alto contendran un volumen de sangre mayor, lo que resulta en una
sobreestimacion. Sin embargo, los compuestos que no ingresan a los eritrocitos
mostrardn proporciones sangre-plasma bajas (la proporcion entre la
concentracion de un compuesto medida en sangre y la concentracion medida en
plasma). Por lo tanto, la presencia de eritrocitos puede verse como una dilucion
de la fraccion plasmatica de la sangre total y, por lo tanto, se necesitan estudios
puente en los que se recojan tanto gotas de sangre seca como muestras de plasma
para evaluar la correlacidn entre las concentraciones®2. Hay algtin estudio puente
publicado para comprobar esta hipotesis, con piperacilina-tazobactamy se
encontro que las concentraciones en gotas de sangre seca eran en promedio un
62% y un 52% mas bajas en comparacién con el plasma, lo que sugiere que la

piperacilina y el tazobactam no se internan en los glébulos rojos. Se observo una
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amplia variacion en las proporciones de gotas de sangre seca y
plasma’®3. Ademds, se ha demostrado que una de las mayores ventajas
potenciales de las gotas de sangre seca, como es la estabilidad, es insuficiente
para permitir el transporte a temperatura ambiente y, por tanto, este

inconveniente puede limitar su uso para fines de TDM?®.

1.5.1.1.2 Otros métodos para determinar antibioticos betalactdmicos en sangre.

- Biosensores térmicos

La biodeteccidn térmica detecta el calor generado por reacciones enzimaticas, en
este caso la reaccion dela penicilinasa con el antibidtico betalactdmico . Esta
técnica fue utilizada por Chen et al” para determinar las concentraciones
de penicilina G, penicilina V y ampicilina en sangre total y suero sin ninguna

preparacion de muestra.

Evitar la preparacion de muestras con este método reduce drasticamente el
tiempo de respuesta e incluso podria permitir pruebas en el lugar donde se esté
atendiendo al paciente. Sin embargo, hay cuestiones que es necesario resolver
antes, por ejemplo, Chen et al determinaron penicilina V, penicilina G y
ampicilina, todas ellas sensibles a la penicilinasa, requisito para el principio de
deteccidon de este método. En primer lugar, no esta claro si este sistema podria
utilizarse para meropenem, que es uno de los antibioticos betalactdmicos mas
prescritos y desarrollado para ser muy resistente a las betalactamasas. En
segundo lugar, otros antibioticos betalactdmicos de uso frecuente se formulan
junto con un inhibidor de betalactamasa, como amoxicilina-acido clavuldnico,
piperacilina-tazobactam y ampicilina-sulbactam. Por ultimo, de manera similar

al andlisis de gotas de sangre seca, se necesitan estudios puente para
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correlacionar las concentraciones en sangre total con las concentraciones

plasmaticas®®.
- Determinacion espectrofluorimétrica

Algunos antibioticos betalactdmicos producen productos de degradacion
fluorescentes. Por tanto, la cantidad de luz emitida por el producto de
degradacion después de la degradacion acida o alcalina se correlaciona con la
concentracion inicial del antibiotico betalactamico. Omar et al.3%® desarrollaron un
método para cuantificar siete cefalosporinas que utilizaba la determinacion
espectrofluorimétrica basada en una degradacion alcalina. Este método es
econdmico siempre que se disponga de un espectrémetro de luminiscencia, sin
embargo, se necesita un pretratamiento de la muestra bastante complicado con
un control estricto del pH y, por tanto, no es facilmente aplicable para la TDM de

rutina3>®.
- Inmunoensayos

Un inmunoensayo tiene la capacidad de medir la concentracién de un analito en
una solucion especifica utilizando un anticuerpo. Estos inmunoensayos estan
disponibles comercialmente para aminoglucosidos y glicopéptidos y son usados
ampliamente para TDM. Actualmente, no se dispone de inmunoensayos para la
cuantificacion de antibidticos betalactamicos en plasma humano, sin embargo,
existen multiples ensayos disponibles para el andlisis de trazas de antibidticos en
la leche y otras fuentes de alimentos, con tiempos de andlisis muy rapidos®*=¢!,
La mayoria de estos inmunoensayos solo dan resultados cualitativos, pero
algunos también dan resultados cuantitativos, aunque en un rango de
concentracion que es demasiado bajo para fines de TDM, ya que estas pruebas
estan disefiadas para cuantificar en el rango de ug/L (que es necesario para

detectar residuos de antibidticos. en productos dietéticos), mientras que los
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valores terapéuticos de estos antibioticos en el plasma humano son entre 100 y

1.000 veces superiores®?233,

La ventaja de utilizar un inmunoensayo sobre los métodos cromatograficos
descritos anteriormente es que el equipo necesario para realizar un
inmunoensayo esta disponible en todos los laboratorios clinicos y suele ser facil
de usar. Sin embargo, los inmunoensayos pueden verse afectados por
interferencias y reactividad cruzada de compuestos similares, teniendo en cuenta
que los pacientes pueden cambiar de un antibidtico a otro, la presencia del
antibiotico anterior puede resultar problematica si el inmunoensayo no es
suficientemente especifico. Ademads, deberian estar disponibles muchos
inmunoensayos diferentes, cada uno con calibradores y controles especificos,

para cuantificar todos los antibioticos betalactamicos disponibles34.
- Biosensores

La cuantificacion precisa de moléculas pequefias mediante biosensores esta
surgiendo y parece muy prometedora. Las aplicaciones importantes de la
biodeteccién incluyen mediciones de glucosa en pacientes diabéticos o la
deteccion de ADN bacteriano mediante micromatrices. Un biosensor esta
formado por tres partes: por un lado, contiene un sensor bioldgico, como una
enzima o una célula. En segundo lugar, contiene un transductor con el fin
transducir la sefal a la tercera parte, que seria el detector fisicoquimico
propiamente dicho, y que por ejemplo tiene una intensidad de fluorescencia
aumentada cuando se afiade el ligando especifico. Se han disefiado biosensores
para algunos betalactdmicos, pero no se han validado ni comparado

adecuadamente con un método de referencia3643.
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1.5.1.1.3 Determinacion de concentraciones libres de antimicrobianos.

Los farmacos se unen a las proteinas séricas en diversas proporciones, estando la
fraccion unida en equilibrio con la fraccion libre o no unida. Cada vez, existe mas
interés en medir esta concentracion libre de antimicrobianos, dado que la
concentracion libre es responsable de la muerte bacteriana y también de la

toxicidad.

Las dos proteinas séricas de union a farmacos mas importantes son la albumina
y la glicoproteina acida a-1, generalmente se recomienda medir Ias
concentraciones libres para farmacos altamente unidos (295% de unién a
proteinas), aunque esta recomendacion puede ser valida en el caso de voluntarios
sanos y pacientes no criticos, pero no para otros grupos especiales de pacientes
(como los pacientes criticos, pacientes quemados, pacientes desnutridos o
pacientes con sindrome nefrético) que sufren con frecuencia de
hipoalbuminemia, la cual puede alterar significativamente la unién a proteinas
y, por tanto, los pardmetros farmacocinéticos basicos del antimicrobiano libre,

como el volumen de distribucion y el aclaramiento!®>3¢,

Uno de los métodos mas simples para medir la union a proteinas plasmaticas del
antimicrobiano es la ultrafiltracion, donde el plasma se transfiere a la cdmara
superior de un recipiente de dos piezas separadas por un filtro de un peso
molecular determinado y cuando se centrifuga, separa la fraccion libre del
farmaco en la camara inferior. Sin embargo, la ultrafiltracion puede ser
susceptible a la adsorcion no especifica del farmaco en el recipiente’” y a
variaciones en las condiciones experimentales como el pH, la temperatura y la
fuerza centrifuga, hecho que se ha reportado para la vancomicina pero también
para los antibidticos betalactdmicos, como son cefazolina y ertapenem3®. Asi
Kratzer et al. demuestran que la fraccion libre para ertapenem es del 12,5%
cuando se centrifuga a 4°C, pero cambia al 20% cuando se centrifuga a 37°C3%,

Por otro lado, Briscoe et al. fueron los primeros en informar sobre un método para
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determinar las concentraciones libres de una variedad de antibidticos
betalactdmicos mediante ultrafiltracion®® y Connor et al. Publicaron la
centrifugacion a wuna temperatura de 4°C para determinacion de las
concentraciones libres de piperacilina, puede no ser la temperatura 6ptima para

medirlas con precision3®.

Es importante destacar que existen pocos datos comparativos entre la
ultrafiltracion y la técnica que se considera el “estandar oro” como es la dialisis
de equilibrio®. En la didlisis de equilibrio, dos cdmaras estdn separadas por una
membrana semipermeable, estas cdmaras estan llenas de suero o plasma y un
tampodn, respectivamente. Este método necesita mucho tiempo para alcanzar el
equilibrio, lo que puede plantear un problema para algunos antibidticos
betalactdmicos que son relativamente inestables. Wong et al. han comparado la
concentracion libre medida, mediante ultrafiltracion, con la concentracion libre
predicha a partir de los valores de unién a proteinas publicados para siete
antibidticos betalactamicos utilizando muestras de sangre obtenidas de pacientes
criticamente enfermos. Los resultados mostraron diferencias significativas entre
las concentraciones de fdrmaco libre medidas y previstas sélo para los
antibioticos betalactamicos altamente unidos a proteinas, como flucloxacilina
(con un sesgo de sobreestimacion del 56,8%) y ceftriaxona (con un sesgo de
sobreestimacion del 83,3%). Sin embargo, no se encontrd correlacion entre las
concentraciones libres y unidas para estos antibidticos, por lo que la mediciéon
directa se considera esencial para estos farmacos. Para los antibioticos con una
union baja a moderada a proteinas (como piperacilina y meropenem), las
concentraciones libres parecen ser predecibles a partir de las concentraciones

totales?”.
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1.5.1.1.4 Medicién de antibioticos betalactamicos en matrices alternativas
La medicion de las concentraciones de betalactdimicos en otros fluidos bioldgicos

puede ser beneficiosa ya que estos fluidos pueden estar mas estrechamente
relacionados con el lugar de la infeccion. Vamos a centrarnos en la evidencia de
los métodos utilizados para determinar los antibidticos betalactdmicos en el
liquido cefalorraquideo (LCR) y el liquido ultrafiltrado de las terapias de

reemplazo renal (TRR).
- Fluido cerebroespinal

Hay varias publicaciones en las que se usaron métodos que determinan los
antibidticos betalactdmicos en el LCR para meropenem¥!, cefepima®2?7,
ceftazidima®>%¢, ceftriaxona®” y cefotaxima®®. La mayoria de los publicaciones
utilizaron precipitacion de proteinas con acetonitrilo como preparacion de
muestra¥4¥537737  otras publicaciones no utilizaron ningin método de
preparacion de la muestra®'-73%¢ y tan solo una publicacion utiliz6 el método de
ultrafiltracion®®. Por otro lado, el método de deteccion utilizado en la mayoria de
estos casos fue HPLC asociado a detector ultravioleta (HPLC-UV)372373377-379
seguida de la cromatografia capilar electrocinética micelar (MEKC, por sus siglas
en inglés)*137337 La MECK tiene la ventaja de prescindir de la preparacion de
muestras, lo que resulta ventajoso para mejorar el tiempo de respuesta, sin
embargo, el tiempo de migracion es bastante largo (10 min) y es necesario el

acondicionamiento del sistema entre cada analisis®23735376,
- Ultrafiltrado de terapia de reemplazo renal

El equipo de Connor investigo la relacion entre las concentraciones plasmaticas
libres de piperacilina-tazobactam y las concentraciones en el dializado en
pacientes tratados con dialisis venovenosa continua en 50 muestras de 19
pacientes y concluyé que las concentraciones del farmaco en el dializado

predecian con precision las concentraciones del farmaco libre en plasma (R*=0,91
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para piperacilina y 0,92 para tazobactam).Sin embargo, la desviacion mas
evidente, se encontro en los datos de piperacilina a concentraciones mas bajas,
donde las concentraciones del dializado subestimaron las concentraciones
plasmaticas hasta en un 50%. Por lo tanto, no es seguro que el ultrafiltrado pueda
reemplazar al plasma como forma de medir las concentraciones libres, aunque
alcanzar concentraciones mas altas con esta técnica puede superar esta posible

insuficiencia.

- Consideraciones generales sobre el establecimiento de un método

para realizar TDM

Como el TDM de rutina requiere analisis frecuentes (preferiblemente una vez al
dia), las consecuencias de una preparacion exhaustiva de las muestras y tiempos
de ejecucion prolongados para el personal del laboratorio y la ocupacion del
equipo son importantes. Por lo tanto, al desarrollar un método, es deseable
minimizar la preparacion de la muestra y al mismo tiempo conservar suficiente
sensibilidad del ensayo. El método ideal deberia poder medir concentraciones de
analitos tanto bajas (alrededor de los valores CMI de los patogenos causantes mas
comunes) como altas sin tener que hacer diluciones y ademas, el tiempo de
respuesta debe reducirse al minimo. Como ocurre con todos los métodos
bioanaliticos, el método debe validarse exhaustivamente antes de utilizarlo en la
rutina clinica y esta validacion debe incluir la evaluacion de la precision y
exactitud, la linealidad, la estabilidad, las interferencias y el efecto de matriz
(sobre todo en los casos en que se utiliza la espectrometria de masas como
mecanismo de deteccion). Si uno de los analitos es un betalactamico que se
coadministra con un inhibidor de betalactamasa (como piperacilina-tazobactam
o amoxicilina-acido clavulanico), debe asegurarse de que el inhibidor de
betalactamasa no interfiera, aunqueno estd claro que el inhibidor de
betalactamasa también debe cuantificarse durante la TDM, ya que actualmente

no existe un objetivo predefinido para los inhibidores de betalactamasa y
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realmente es el antibidtico betalactamico el responsable del efecto antibacteriano.
Por otro lado, debe garantizarse la estabilidad preanalitica de las muestras, ya
que los antibidticos betalactdimicos generalmente se consideran bastante
inestables, sin embargo, esta estabilidad limitada no deberia alterar la
monitorizacion, ya que estos compuestos siguen siendo estables durante un
periodo de tiempo adecuado y suficiente. Otro aspecto importante es que el
personal del hospital debe ser consciente de que la estabilidad es limitada y por
ello las muestras deben enviarse al laboratorio tan pronto como se tome la

muestra, y el plasma aislado debe congelarse inmediatamente en el laboratorio®?.

- Perspectivas futuras

Para realizar la TDM, la técnica ideal seria un dispositivo de recoleccion de
muestras junto a la cama del paciente que requiera sélo un pequefno volumen de
sangre y que inmovilice el componente proteico y celular de la muestra para
aislar la fraccion libre del antimicrobiano, produciendo asi una muestra que
requiera una preparacion minima y que proporcione la maxima informacion

farmacocinética, este dispositivo a dia de hoy no esta disponible.

Actualmente, la TDM de antibidticos betalactamicos requiere el uso de técnicas
cromatograficas relativamente costosas y como no todos los hospitales disponen
de este equipo, lo mas conveniente seria transportar facilmente las muestras a un
laboratorio de referencia sin necesidad de medidas costosas para evitar la
degradacion. Por lo tanto, seria util realizar mas investigaciones sobre la utilidad
de las gotas de sangre seca y en este sentido, se han descrito otros dos
dispositivos de muestreo prometedores. El primero es el micromuestreador de
absorcion volumétrica, que consta de una punta polimérica y esta disefiado para
absorber un volumen fijo de sangre independientemente del hematocrito3s°-3%,

De hecho, recientemente se ha publicado un articulo que es capaz de analizar seis
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antimicrobianos (ampicilina, cefepima, ceftriaxona, meropenem, piperacilina-
tazobactam y vancomicina) por este método para realizar TDM en pacientes
criticos pediatricos®®. El segundo dispositivo es un disco de recoleccion de papel
que contiene plasma de una gota de sangre de la yema del dedo que puede

secarse al aire en 15 minutos y transportarse al laboratorio en un sobre postal®*.

Por ultimo, en los ultimos afios, el potencial de los sensores portatiles para
aplicaciones biomédicas y control sanitario estan captando cada vez mas la
atencion®. Estos sensores han logrado avances significativos en miniaturizacion,
multifuncidon y algoritmos, debido al desarrollo de dispositivos integrados e
inteligencia artificial, ya que permiten la recoleccion de muestras de manera no
invasiva o0 minimamente invasiva, teniendo la capacidad de monitorizar sefiales
fisioldgicas, facilitar el diagnostico temprano de enfermedades y permitir la
monitorizacion en remoto de diversas afecciones. Ademas, los sensores portatiles
pueden desempefiar un papel crucial en el control de la concentracion de
farmacos en la sangre y otros fluidos bioldgicos, proporcionando transmision de
informacion en tiempo real para ayudar a los pacientes a ajustar la dosis de los
farmacos y minimizar el riesgo de toxicidad de estos. Ademads, estos sensores
pueden monitorizar continuamente los cambios dindmicos en los niveles de
farmacos durante periodos prolongados, proporcionando datos vitales
necesarios para lograr efectos terapéuticos 6ptimos. Como resultado, los sensores
multifuncionales portétiles estdn preparados para convertirse en un componente
esencial de los sistemas de atencion médica, satisfaciendo de manera efectiva los
requisitos de medicina personalizada en diversos pacientes y al mismo tiempo
reduciendo el desperdicio de recursos y los costes de atencion médica

asociados®®.
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1.5.2 Técnicas para determinacion de fosfomicina en fluidos biologicos

Ya se ha comentado anteriormente que la fosfomicina es un antibiético antiguo
con accion bactericida de amplio espectro y con un mecanismo de accion tinico
que esta generando un interés sustancial como terapia intravenosa o enteral para
patogenos resistentes a multiples farmacos (BMR)!!.. Con una prevalencia cada
vez mayor de bacterias BMR, combinada con un nimero cada vez menor de
antibioticos utilizables disponibles, la fosfomicina ofrece una posible opcion de
tratamiento de infecciones para pacientes criticamente enfermos y cada vez hay
mas evidencia de las ventajas de combinarlo con otros antibioticos. Los cambios
en la farmacocinética de la fosfomicina pueden afectar significativamente las
concentraciones en el sitio de la infecciéon y, por tanto, es posible que se requieran
modificaciones de la dosis para garantizar que se logren exposiciones éptimas.
Los estudios farmacocinéticos pueden proporcionar regimenes de dosificacion
basados en evidencia y maximizar la eficacia de los antibioticos contra un

patogeno’®.

La determinacién de fosfomicina se ha realizado en tejidos y fluidos corporales
humanos, como la orina, utilizando diversas técnicas, incluidas técnicas
microbioldgicas®s, cromatografia de gases®3%, espectrofotometria de inyeccion
de flujo®!, cromatografia de intercambio i6nico®? cromatografia liquida de alto
rendimiento asociada a espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/ MS)¥33% y
cromatografia liquida de interacciéon hidréfila (HILIC) acoplada con

espectrometria de masas®*%”.

El rendimiento de estas técnicas puede ser alto, pudiéndose recuperar altas

concentraciones de fosfomicina del plasma humano, segtin la dosis, el método de
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administracion y la tasa de eliminacion del farmaco. Sin embargo, varios métodos
de medicion se ven afectados por la sensibilidad limitada de las técnicas
analiticas y estos incluyen métodos basados en LC-MS/MS, que es la técnica mas
sensible®+%7.3%, Algunos métodos de LC-MS/MS, ha mostrado mads recientemente
una mayor sensibilidad y tiempos de andlisis mas cortos*43¢%, Sin embargo, se
basaron en un enfoque HILIC en lugar del enfoque cromatografico estandar de
fase reversa, que generalmente ofrece un espectro de aplicabilidad de farmacos

mas amplio®”.
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2 Hipotesis

2.1 Piperacilina/tazobactam

Piperacilina-tazobactam muestra variabilidad individual significativa
en las concentraciones plasmaticas en pacientes no criticos con

bacteriemia por BGN.

Puede establecerse un modelo farmacocinético explicativo y predictor
de las concentraciones plasmaticas y conocer las variables que influyen

en las mismas.

Puede identificarse la dosificacion con mejor probabilidad de alcanzar
el objetivo PK/PD predictor de eficacia en pacientes con bacteriemia

por Enterobacteriaceae.

2.2 Fosfomicina

Fosfomicina disddica parenteral muestra variabilidad individual
significativa en las concentraciones plasmaticas en pacientes con

bacteriemia de origen urinario por E. coli.
Pueden establecerse un modelo farmacocinético explicativo y predictor

de las concentraciones plasmaticas y conocer las variables que influyen

en las mismas.
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e Puede evaluarse la posibilidad de alcanzar los objetivos PK/PD
propuestos predictor de eficacia con la dosificacién de 4 g/6h IV y con
dosificaciones alternativas en pacientes con bacteriemia de origen
urinario por E. coli.

e Los puntos de corte de sensibilidad de EUCAST para el tratamiento
con fosfomicina intravenosa de E. coli, no alcanzan la exposicion

necesaria para prevenir la aparicion de mutantes resistentes.

3 Objetivos
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1.

Estudiar y analizar la variabilidad de niveles de piperacilina-tazobactam
en pacientes con bacteriemia por Enterobacteriaceae.

Desarrollar un modelo explicativo y predictor de las concentraciones
plasmaticas de este farmaco y las variables que influyen en las mismas.
Estimar la probabilidad de alcanzar el pardmetro PK-PD predictor de
eficacia con distintas dosificaciones.

Estudiar y analizar la variabilidad de niveles de fosfomicina disddica
parenteral en pacientes con bacteriemia de origen urinario por E. coli.
Desarrollar un modelo explicativo y predictores de las concentraciones
plasmaticas de este fAirmaco y las variables que influyen en las mismas.
Estimar la probabilidad de alcanzar los parametros PK-PD predictores de
eficacia propuestos, con distintas dosificaciones.

Estudiar la relacion entre parametros PK-PD de fosfomicina y la

seleccion/desarrollo de cepas de E. coli resistente.
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4 Meétodos

4.1 Piperacilina-tazobactam

4.1.1 Diseno del estudio y pacientes

Se trata de un estudio observacional y prospectivo que se llevd a cabo en el
Hospital Universitario Virgen Macarena (Sevilla, Espana) entre octubre de 2012
y febrero de 2015 y que incluy0 a pacientes adultos (edad >17 afios) con infeccion
bacteriémica (IB) causada por enterobacterias que recibieron monoterapia inicial
con piperacilina-tazobactam. Los pacientes candidatos se identificaron en primer
lugar, a partir de informes diarios de hemocultivos del laboratorio de
microbiologia y se incluyeron solo si la primera dosis de piperacilina-tazobactam
se administro en las primeras 12 h después de la recoleccidon de los hemocultivos,
la duracion del tratamiento fue de al menos 48 h y el paciente no fue admitido en
la unidad de cuidados intensivos. Por otro lado, se excluyeron los pacientes con
cualquiera de los siguientes criterios: bacteriemia transitoria, bacteriemia
polimicrobiana, pacientes no hospitalizados, pacientes con orden de no
reanimacion y pacientes neutropénicos (recuento absoluto de neutrdfilos
<500/mm?). Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los
participantes y el estudio tuvo la aprobacién del Comité de Etica del Hospital

Universitario Virgen Macarena con el nimero de referencia 1.578.

Las variables que se recogieron fueron los datos demograficos (incluyendo edad,
sexo, altura y peso del paciente), modo de adquisicién de la infeccion (nosocomial
o adquirida en la comunidad), fuente de IB segun criterios clinicos y
microbiologicos, concentraciones séricas de creatinina, eventos adversos
potencialmente relacionados con la terapia antimicrobiana. Ademads, se

registraron los pacientes con tratamiento y la mortalidad a los 30 dias. La
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recopilacion de las concentraciones de creatinina sérica fue el estandar de
atencion y el aclaramiento de creatinina se calculé diariamente utilizando la
ecuacion de Cockcroft-Gault*®. Por otro lado, la tasa de filtracién glomerular
(TFG) se estimo utilizando la ecuacion de la Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration (CKD-EPI)*! y los pacientes se clasificaron de acuerdo con las
diferentes categorias de TFG utilizadas para clasificar la enfermedad renal
crénica de la Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO)*2. Por otro lado,
los aislados de los hemocultivos se identificaron mediante MALDI-TOF vy las
pruebas de sensibilidad a piperacilina-tazobactam se realizaron mediante el
método de microdilucion en caldo, siguiendo la metodologia del EUCAST. A la
hora de interpretar la sensibilidad, se utilizaron los puntos de corte EUCAST para

piperacilina-tazobactam?®,

4.1.2 Terapia antimicrobiana

Como las recomendaciones de dosificacion locales cambiaron durante el periodo
de estudio, los pacientes recibieron dos regimenes diferentes de piperacilina-
tazobactam: (a) 4/0,5 g en infusién de 4 h cada 8 h, y (b) primera dosis 4/0,5 g en
infusion de 30 min seguido de 4/0,5 g en infusion de 4 h comenzando
inmediatamente después de la primera dosis y luego 4/0,5 g en infusion de 4 h
cada 8 h, basandonos en Roberts et al*™ con algunas modificaciones. Los
pacientes con aclaramiento de creatinina <20 mL/min/1,73 m? (clasificados como
aclaramiento renal gravemente disminuido o insuficiencia renal) recibieron 4/0,5
g cada 12 h, segtin las recomendaciones del resumen de las caracteristicas del

producto (SPC)*.

4.1.3 Determinacion de la concentracion plasmatica de piperacilina

Para realizar las determinaciones de las concentraciones plasmaticas de

piperacilina, se tomaron muestras de sangre en el estado estacionario y las
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extracciones de sangre se realizaron alas 1, 4, 6 y 8 h después del comienzo de la
infusion de piperacilina, se recogieron en tubos con EDTA, se centrifugaron y se
almacenaron a -80 °C hasta su analisis. Para analizar las concentraciones séricas
de piperacilina se utilizé un método de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) descrito por McWhinney et al**. La validacion del método analitico se
realizé de acuerdo con la guia de validacion de métodos bioanaliticos de la
FDA%5, El rango lineal de cuantificacion fue de 1 a 500 mg/L, las desviaciones
estandar relativas y los errores relativos de los ensayos inter e intraensayo fueron

inferiores al 8,2 % y el limite inferior de cuantificacion fue de 1 mg/L.

4.1.4 Analisis farmacocinético

Para la realizacion del ajuste del modelo farmacocinético poblacional se uso el
algoritmo nonparametric adaptative grid (NPAG) integrado en el paquete de
software Pmetrics®”. Para el andlisis farmacocinético de la poblacion, se ajustaron
modelos lineales de uno y dos compartimentos a los datos de concentracion
plasmatica de piperacilina en funcién del tiempo, realizdndose una evaluacion
secuencial de pardmetros clinicos bioldgicamente plausibles para la construccion
de los modelos de covariables. La inclusion directa de covariables explicativas se
basd en los criterios de seleccion del modelo y la correlacion significativa con uno
de los parametros farmacocinéticos. Para ello, se exploraron como covariables
para cada modelo estructural el aclaramiento de creatinina, el peso, la edad, el
sexo y el indice de masa corporal (IMC). Los datos se ponderaron por la inversa
de la varianza estimada del ensayo, que se determind a partir de muestras de
control de calidad utilizadas para estimar la varianza del ensayo interdias que
viene dada por DE (mg/L) = gamma x (0,4388 + 0,027 x C), donde C es la
concentracion de piperacilina y gamma es una estimacion del ruido del proceso
expresada como multiplos de la varianza del ensayo®". La bondad de ajuste de
cada modelo a los datos se evalu6 utilizando una combinacion de lo siguiente: (i)

valores de probabilidad logaritmica; (ii) coeficientes de determinacion (R?) de la
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regresion lineal de los valores observados frente a los predichos antes y después
del paso bayesiano; (iii) minimizacion del sesgo y la imprecision de las graficas
observadas versus predichas, (iv) errores de distribucion de prediccion
normalizados (NPDE); (v) la distribucion de los errores residuales ponderados; y

(vi) un grafico de verificacidon predictiva visual (VPC).

4.1.5 Simulaciones y probabilidad de consecucion del objetivo

Se realiz6 una simulacién Monte Carlo de 2000 pacientes utilizando un método
de muestreo semiparamétrico disponible en Pmetrics?*4%. El modelo final
constaba de 13 puntos de apoyo, cada punto era un conjunto de valores para cada
parametro en el modelo y las probabilidades de esos valores para predecir las
concentraciones de piperacilina observadas en la poblacion. Posteriormente,
cada punto de apoyo sirvid como media para una distribucién normal
multivariada, ponderada por la probabilidad del punto, con covarianza igual a
la matriz de covarianza del modelo completo, dividida por el nimero de puntos,
es decir, 13. Se utilizo un muestreo semiparamétrico de esta distribucién normal
multimodal, multivariada y ponderada para generar una poblacion simulada de
2.000 pacientes, cada uno con su propio conjunto de pardmetros
farmacocinéticos. Las dosificaciones de piperacilina, incluidas las infusiones
cortas y las prolongadas con la dosis de carga, se simularon de la siguiente
manera: Dosificacion 1, 4/0,5 g (infusién de 0,5 h) cada 8 h; Dosificaciéon 2, 4/0,5 g
(infusién de 4 h) cada 8 h; Dosificacion 3, primera dosis 4/0,5 g (infusion de 0,5 h)
seguida de 4/0,5 g (infusién de 4 h) comenzando inmediatamente después de la
primera dosis y luego 4/0,5 g (infusion de 4 h) cada 8 h. Por otro lado, se
simularon las dosis ajustadas de piperacilina en pacientes con aclaramiento renal
gravemente disminuido (15-29 mL/min/1,73 m?) e insuficiencia renal (<15
mL/min/1,73 m?) con el objetivo de optimizar la farmacodinamia de la
piperacilina en estos subgrupos de pacientes. Se simularon las siguientes

dosificaciones de piperacilina, que incluian infusién estandar corta (0,5 h) y
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prolongada (4 h): Dosificacion 1, 4/0,5 g (infusion de 0,5 h) cada 12 h; Dosificacion
2, 4/0,5 g (infusion de 4 h) cada 12 h; Dosificacion 3, primera dosis [4/0,5 g
(infusion de 0,5 h) + 4/0,5 g (infusion de 4 h)] seguida de 4 g (infusidon de 4 h) cada
12 h. Para el andlisis de probabilidad para alcanzar el objetivo farmacodindmico
(PTA), se evaluaron las CMI que oscilaban entre 0,0625 y 256 mg/L en diluciones
al doble, utilizando puntos de corte de sensibilidad EUCAST (susceptible < 8
mg/L y resistente > 16 mg/L) y un analisis farmacodinamico. El parametro
predictor de eficacia utilizado fue 50% fI>CMI del intervalo de dosificacion'” y
la fraccion libre de piperacilina se fijo en 0,7 7, considerandose 6ptimo un PTA

>90%.

4.1.6 Analisis toxicodinamico

Para el analisis toxicodinamico se analizaron a lo largo de un intervalo de 24 h
(dia 2), la probabilidad de alcanzar umbrales relacionados con neurotoxicidad
(Cmin de piperacilina en estado estacionario superiores a 361,4 mg/L 0 157,2 mg/L)
y nefrotoxicidad (Cmin de piperacilina en estado estable por encima de 452,65
mg/L), respectivamente?”4%, Para estos anadlisis, se utilizd la concentracion de

piperacilina libre.

4.2 Fosfomicina

42.1 Diseno del estudio y poblacion de pacientes.

Los pacientes con infeccion bacteriémica de origen urinario (IBTU) debido a E.
coli resistente a multiples farmacos fueron incluidos en el ensayo clinico FOREST
(NCT02142751)*”. En este estudio participaron 16 pacientes hospitalizados en el
Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla entre julio de 2013 y octubre
de 2016*°. El estudio fue aprobado por el comité de ética regional y se obtuvo el

consentimiento informado firmado de todos los pacientes. Se registraron los
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datos demograficos (incluidos edad, sexo, altura y peso), el foco de la infeccion,
la funcién renal inicial, los tratamientos previos y la CMI de fosfomicina de los
aislados. Por otro lado, las concentraciones de creatinina sérica se recogieron
como un componente del tratamiento estandar y el aclaramiento de creatinina
(CICr) se calcul6 diariamente utilizando la ecuacién de Cockcroft-Gault*®. Las
dosis de fosfomicina administrada fue de 4 g cada 6 horas en infusion de 1 hora
segun el protocolo del ensayo clinico, salvo los pacientes con insuficiencia renal
(CICr 2040 mL/min) que recibieron una dosis de fosfomicina de 4 g cada 12

horas en infusion de 1 hora#.

4.2.2 Farmacocinética

Las muestras de sangre se recogieron 48 horas después de la primera
administracion del fdrmaco a 1, 3, 5 y 6 horas después del inicio de la
administracion de fosfomicina para pacientes con un CICr > 40 mL/miny a 1, 6,

8 y 12 horas en pacientes con un CICr entre 20 y 40 mL/min.

Las concentraciones plasmaticas de fosfomicina se midieron mediante
cromatografia liquida asociada a un espectrometro de masas en tandem
siguiendo el método descrito previamente por Li et al.>® La validacion del
método bioanalitico se realizd de acuerdo con las directrices de la guia de la FDA
para validacion de métodos bioanaliticos*!!. El coeficiente de variacién interdia
del método para fosfomicina en suero fue <10%, con un rango de exactitud del
91,5% al 109,9%. Por otro lado, el limite inferior de cuantificacién del método
(LLOQ) para el plasma fue de 1 mg/L, con un coeficiente de variacion <15 % y un
rango de exactitud del 88,5 % al 112,8 %. El método fue lineal en el rango de
trabajo (1-1000 mg/L).
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4.2.3 Modelo matematico

Para la construccion del modelo farmacocinético poblacional se usoé el algoritmo
NPAG (nonparametric adaptive grid), integrado en el paquete de software
Pmetrics?*. Para el analisis farmacocinético poblacional, se ajustaron los modelos
lineales de uno y dos compartimentos a los datos de concentracion plasmatica de
fosfomicina de los pacientes de nuestro estudio y la construccion de modelos de
covariables se realizéd mediante una evaluacion secuencial de parametros clinicos
bioldgicamente plausibles. La inclusion directa se basd en los criterios de
seleccion del modelo antes mencionado y en una correlacion significativa con
uno de los pardmetros farmacocinéticos. Asi, se exploraron el CICr, peso, edad,
sexo e indice de masa corporal como covariables para cada modelo estructural.
Los datos se ponderaron por la inversa de la varianza estimada del ensayo y esto
se determind a partir de las muestras de control de calidad utilizadas para
estimar la varianza del ensayo interdia, obteniéndose mediante DE (mg/L) =
gamma x (0,059 + 0,0118 x C), donde C es la concentracion de fosfomicina
y gamma representa una estimacion del ruido del proceso y se expresa como

multiplos de la varianza del ensayo®”".

El ajuste de cada modelo a los datos se evalud utilizando una combinacién de lo
siguiente: el valor logaritmico de probabilidad, el criterio de informacion de
Akaike, los coeficientes de determinacién (r2?) de la regresiéon lineal de lo
observado-predicho con los graficos antes y después del bayesiano, la
minimizacion del sesgo y las imprecisiones de los graficos observados-predichos,
los errores de distribucion de prediccion normalizados (NPDE), la distribucion
de los errores residuales ponderados y la verificacién predictiva visual (VPC)

parcela.

132



Métodos Vicente Merino Bohorquez

424 Simulaciones y probabilidad de consecucién del objetivo.

Las simulaciones de Monte Carlo se realizaron utilizando datos de 2000 pacientes
utilizando el algoritmo para simulaciones de Monte Carlo incluido en Pmetrics
que utiliz6 un método de muestreo semiparamétrico?*4®. El modelo final
constaba de 11 puntos de apoyo y cada punto era un conjunto de valores de
parametros del modelo y la probabilidad de que estos valores predigan las
concentraciones de fosfomicina observadas en la poblacion. A continuacion, cada
punto de apoyo sirvié como media para una distribucion normal multivariante,
ponderada por la probabilidad del punto, con una covarianza igual a la matriz
de la covarianza del modelo completo, dividida por el numero de puntos, es
decir, 11. El muestreo semiparamétrico de esta distribucion normal multimodal,
multivariante y ponderada se utilizo para generar una nueva poblacién de 2000
conjuntos de parametros. Para el VPC, se simularon varios regimenes de
dosificacion: fosfomicina de 4 g cada 6 horas (dosis utilizada en el ensayo clinico
FOREST para pacientes con CICr>40 ml/min) y 4 g cada 12 horas para pacientes
con insuficiencia renal (CICr 20-40 ml/min). Para el andlisis de probabilidad de
consecucion del objetivo farmacodindmico (PTA), se utilizaron pautas de
fosfomicina de 4 g cada 6 horas y 8 g cada 8 horas (dosis de prevencion de
mutaciones observadas en un modelo de infeccion de hollow fiber y también la
dosis maxima aprobada por la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios para fosfomicina parenteral)!'013410, E] PTA se evalud en un rango de
CMI entre 0,125 y 1024 mg/L en diluciones dobles. Los indices farmacodindmicos
previstos para la eficacia se obtuvieron de Lepak et al.?2paraE. coli, es
decir, fAUCo-24/CMI de 19,3 para el efecto estatico y fAUCo24/CMI de 87,5 para
disminuir la carga bacteriana en 1 log). Los indices farmacodindmicos destinados
a la supresioén de la resistencia (es decir, fAUCo24/CMI de 3136) se obtuvieron de

un trabajo publicando anteriormente por nuestro grupo!®, considerandose la
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union a proteinas como despreciable para la fosfomicina e ignorandose en estos

calculos*12.
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5 Resultados

5.1 Piperacilina-tazobactam

5.1.1 Pacientes
Se incluyeron un total de 27 pacientes no criticos tratados con piperacilina-

tazobactam con bacteriemias por Enterobacteriaceae. En la tabla 4 se presentan
las variables demograficas, epidemioldgicas, clinicas y microbioldgicas y los
resultados de los episodios. De los 27 pacientes, 3 pacientes tuvieron un CICr< 20
ml/min/1,73 m? y recibieron 4/0,5 g cada 12 h. En total, se recogieron 102 muestras
de plasma en estado estacionario durante un tnico intervalo de dosificacion y
ninguna de las determinaciones estuvo por debajo del limite de cuantificacion. El
origen mas frecuente de bacteriemia fue el tracto urinario (66,7%), siendo E. coli
y K. pneumonia los microorganismos aislados con mayor frecuencia. La CMI de
piperacilina-tazobactam fue <8 mg/L en 24 pacientes y un paciente murio (3,7%),
no observandose eventos adversos relacionados con la administracion de

piperacilina-tazobactam.

Tabla 4. Caracteristicas demogrificas y clinicas basales de 27 pacientes con bacteriamias
por enterobacterias, tratados con piperacilina-tazobactam. Los datos son niimero de
pacientes (porcentaje), a menos que se indique lo contrario. CICr, aclaramiento de
creatinina, Evaluacion secuencial de insuficiencia orgdnica (SOFA), BLEE,

betalactamasade espectro extendido.

Variable N¢ de casos (%)
A menos que se indique lo
contrario
Género masculino 17 (62,96)
Edad en afos, mediana (rango) 76,5 (48-86)
Indice de masa corporal (IMC)2 25 19 (79,1)
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CICr en ml/min, mediana (rango)
Puntuacion de Charlson, mediana (rango)
Comorbilidades:

Diabetes mellitus

Enfermedad pulmonar crénica

Cancer

Cirrosis hepatica

Terapia inmunosupresora

Fuente de bacteriemia

Tracto urinario

Tracto biliar

Otra infeccion intraabdominal
Bacteriemia adquirida en la comunidad
Puntuacion de Pitt, mediana (rango)

Puntuacion SOFA en el momento del

diagndstico, mediana (rango)
Microorganismo:

E. coli

K. oxitoca

K. pneumoniae

E. aerogenes

50,7 (45,3-255,3)

2,5 (0-8)

13 (48,1)
4(14,8)
11 (40,7)
1(3.7)

1(3,7)

18 (66,67)
7 (25,9)

2 (7,4)

11 (40,7)
2 (0-5)

3 (0-8)

15 (55,5)
6 (22,2)
3 (11.1)

2 (7,4)
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E. cloacae 1(3,7)
Productor de BLEE 3(11.1)

Horas desde el hemocultivo hasta la primera 1,6 (0-11)

dosis de piperacilina-tazobactam, mediana

(rango)
CMI de piperacilina-tazobactam: 25 (92,5)
1 mg/L 3 (12)
2 mg/L 13 (52)
4 mg/L 5(20) 1°
8 mg/L 3(12) 2~
16 mg/L 0
>16 mg/L 137)
Resultado:
Falta de mejora (dia 2) 5 (18,5)
Fracaso clinico (dia 14) 4 (14,8)
Mortalidad (dia 30) 1(3,7)

*2 eran productores de BLEE. **1 era productor de BLEE.

5.1.2 Modelo farmacocinético

Los datos de concentracion-tiempo de piperacilina se describieron mejor
mediante el modelo lineal de un compartimento, y no se observo una reduccion

significativa en el valor de probabilidad logaritmica en comparacion con los
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modelos de dos o tres compartimentos. La inclusion del CICr como covariable
describio mejor el aclaramiento del farmaco (CL) y redujo el valor de
probabilidad logaritmica en 152 puntos. Ninguna otra covariable mejord el

modelo final. La ecuacion diferencial ordinaria para el modelo es la siguiente:

dC/dt = R(1) — ((Intersecciéon + pendiente X CICT)/V.) X X;

Xison las cantidades de piperacilina (en miligramos) en el compartimento central
y periférico, respectivamente. La interseccion y la pendiente son los coeficientes
de una relacion lineal entre el aclaramiento de piperacilina y el CICr. Las
estimaciones de los parametros finales del modelo poblacional se presentan en la
Tabla 5, y las concentraciones de piperacilina observadas versus predichas
individualmente aparecen en la Figura 12.

Tabla 5. Estimaciones finales de los pardmetros farmacocinéticos poblacionales de 27

pacientes con infecciones del torrente sanguineo debidas a enterobacterias tratados con
piperacilina-tazobactam.

Parametro Media DE Mediana

Aclaramiento del farmaco, CL (L/h)
CL = Interseccion + pendiente x aclaramiento de

creatinina (L/h)

Interseccion (L/h)* 4556 | 5.035 3.503
Pendiente 1.353 1.032 1.39
Volumen de distribucion, Vc(L) 30,68 | 23.349 20.039

*La interseccion y la pendiente son los coeficientes de una relacion lineal entre el

aclaramiento de piperacilina y el CICr.
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Figura 12. Grdficos de diagndstico del modelo de covariables farmacocinéticas
poblacionales  finales. (a) Concentraciones de piperacilina observadas versus
concentracion predichas en la poblacion (R?=0,39); (b) Concentraciones observadas de
piperacilina versus concentraciones individuales predichas (R?=0,908). La linea continua
representa la linea de regresion y la linea discontinua es la linea de identidad.

Los resultados del andlisis del error de predicciéon de distribucién normalizada
(NPDE) (grafico QQ e histograma) se resumen graficamente en la figura 13. Las
distribuciones de error residual ponderado se muestran en la figura 14. Los
NPDE (p=0,069 en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk), las distribuciones
de error residual ponderado y el grafico de verificacidon predictiva visual (VPC)

(figura 13) sugieren que el ajuste del modelo a los datos fue aceptable.
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Figura 13. Error previsto de distribucion normalizada (NPDE) versus concentracion de
piperacilina prevista (a) y tiempo (b). El NPDE debe tener una distribucién normal
estandar con una media de 0 y una desviacion estandar de 1, es decir, ~N (0,1). La
distribucion aproximadamente normal de los puntos NPDE, como lo indica el grifico
cuantil-cuantil (QQ) (c) y el histograma NPDE (d), centrado en 0, indica que las
predicciones del modelo poblacional estin minimamente sesgadas sistemdaticamente. Las
lineas discontinuas horizontales en los paneles superior izquierdo y derecho estin en -2,
0 (la media) y +2 desviaciones estandar para la distribucion normal ideal, y el error
circundante del 95 % se muestra con cuadros grises. Las lineas horizontales sélidas son
las distribuciones reales del NPDE. Las columnas del histograma en el panel inferior
derecho comparan las frecuencias reales de NPDE con la distribucion normal ideal (linea
discontinua).
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Figura 14. Grifico de error residual ponderado (poblacion predicha versus
concentraciones observadas, mg/L) versus predicciones de poblacion (a) y tiempo de
observacion (b) y distribucion de frecuencia de errores residuales ponderados (c).

5.1.3 Probabilidad de logro del objetivo

En la Tabla 6se muestranlas simulaciones de Monte Carlo de distintos
regimenes de piperacilina y las probabilidades de logro del objetivo (PTA) para
>50%fT>CMILI. Los resultados mostraron que el PTA mas bajo (fI>CMI durante el
50% del intervalo de dosificacidon) se asocio con un CICr mas alto. Se alcanzé un
PTA >90 % dentro del punto de corte actual (es decir, CMI de piperacilina < 8
mg/l) con dosis de piperacilina de 4/0,5 g (infusién de 4 h) cada 8 h o primera
dosis de carga (4/0,5 g en infusion de 0.5 h seguida de 4/0.5 g en infusion de 4 h)
y posteriormente una dosis 4/0,5 g en infusién de 4 h cada 8 h. En este andlisis,

no se observo ningun beneficio significativo de una dosis de carga. Una infusion
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prolongada, sola o administrada con una dosis de carga, mostr6 un PTA

ligeramente mejor que la infusion corta de piperacilina.

Tabla 6. Probabilidad de consecucion del objetivo (PTA) utilizando un fI>CMI 0-241=50
% como objetivo farmacodindmico después de la simulacién en pacientes con insuficiencia
renal normal o grave segiin la guia de prictica clinica KDIGO para lesion renal aguda:
Esquema de dosificacion 1: 4 g (infusién de 0,5 h) cada 8 h; Esquema de dosificacion 2: 4
g (infusion de 4 h) cada 8 h; Esquema de dosificacion 3: primera dosis [4 g (infusion de
0,5 h) + 4 g (infusion de 4 h)] sequida de 4 g (infusion de 4 h) cada 8 h. Esquema de
dosificacion 4: 4 g (infusién de 0,5 h) cada 12 h; Esquema de dosificacion 5: 4 g (infusion
de 4 h) cada 12 h; Esquema de dosificacién 6: primera dosis [4 g (infusion de 0,5h) +4 g
(infusion de 4 h)] sequida de 4 g (infusion de 4 h) cada 12 h. Los cuadros verde, amarillo
y rojo indican piperacilina PTA>90%, <90-250% y <50%, respectivamente.

Gravemente disminuida
Normal (15-29 mL/min/1.73m?)
Target (90-129 mL/min/1.73m?) Fallo renal
fTmic=50% (<15 mL/min/1.73m?)

Esquema de dosificacion Esquema de dosificacion

CMI (mg/L) 1 2 3 4 5 6
0.06
0.125
0.25

05
1
2

8
EUCAST (S)
16
EUCAST (1)
32
(EUCAST R)

64
128

256
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La Tabla 5 también muestra los PTA para >50% fI>CMI con diferentes ajustes del
régimen de dosificacion y niveles de aclaramiento de creatinina. Con un ajuste
de dosis de 4/0,5 g (infusién de 0,5 h) cada 12 h, los pacientes con funcion renal
gravemente reducida o fallo renal alcanzaron los objetivos Optimos
de fT>CMI>50% durante el intervalo de dosificacion dentro del rango de
sensibilidad. Una administracion de infusién prolongada (4 h) mejor6 el PTA
dentro de la categoria intermedia en comparacidon con una infusion corta y se

encontraron resultados similares con la adicién de una dosis de carga.

5.14 Neurotoxicidad y nefrotoxicidad de la piperacilina

A las dosis simuladas de 4/0,5 g (infusion de 4 h) cada 8 h o la primera dosis [4/0,5
g (infusion de 0,5 h) + 4 g (infusion de 4 h)] seguida de 4/0,5 g (infusién de 4 h)
cada 8 h en pacientes con funcion renal normal, no se esperaban eventos de
neurotoxicidad o nefrotoxicidad Con respecto al caso con ajustes de dosis de
piperacilina por enfermedad renal, los pacientes simulados no alcanzaron el
punto de corte de nefrotoxicidad de Cmin>452,65 mg/L. Ademads, en este grupo
simulado de pacientes con aclaramiento renal gravemente disminuido o fallo
renal, no se predijo ningun evento relacionado con neurotoxicidad en aquellos
que recibieron infusiones intravenosas a corto plazo. Sin embargo, las infusiones
prolongadas o la adicidon de una dosis de carga aumentaron ligeramente el riesgo
de neurotoxicidad esperada al 0,2 % y 0,3 %, respectivamente (objetivo de Cmin>

157,2 mg/L).
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5.2 Fosfomicina
5.2.1 Pacientes

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes se muestran en la
Tabla 7. Todos los pacientes recibieron una dosis de 4 g de fosfomicina cada 6
horas en infusion de 1 hora, excepto cuatro pacientes con CICr de 20 a 40 ml/min,

que recibieron 4 g cada 12 horas.

Tabla 7. Caracteristicas basales de 16 pacientes con infeccion bacteriémica del tracto

uriniario por E. coli multirresistente.

Variable N¢ de casos (porcentaje)

excepto que se especifique

Género masculino 9/16 (56.3)
Edad en afos, mediana (rango) 68.5 (63-83)
Indice de masa corporal (IMC) 225 13 (81.25)
CICr en mL/min, mediana (rango) 70.5 (30.4-98.6)
Indice de McCabe 1(6.3)
Comorbilidades:

Diabetes mellitus 9/16 (56.3)

Enfermedad Pulmonar cronica 2/16 (12.5)

Cancer 2/16 (12.5)
Bacteriemia adquirida en la comunidad 9/16 (56.3)
E. coli productora BLEE 1/16 (6.3)
CMI de fosfomicina:

0.5 mg/L 1

1 mg/L 8

2 mg/L 2
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4 mg/L 1

8 mg/L 2

16 mg/L 2
Resultado

Respuesta clinica temprana (dia 5) 13/14 (92.86)*

Respuesta microbioldgica temprana (dia 5) 13/14 (92.86)*

Curacion microbiologica 13/14 (92.86)*

CICr: aclaramiento de creatinina; BLEE: betalactamasa de espectro extendido; CMI,

concentracion minima inhibitoria. *Se omitieron dos valores.

Se recogieron un total de 64 muestras de plasma durante un tnico intervalo de
dosificacion en estado estacionario (dia 2 o 3 después de iniciar el tratamiento
con fosfomicina) de 16 pacientes incluidos, a destacar que ninguna de las

determinaciones estuvo por debajo del limite de cuantificacion.

5.2.2 Farmacocinética y modelo matematico.

La concentracion plasmatica maxima media (DE) de fosfomicina (Cma) para
pacientes en estado estacionario fue de 422,6 mg/L (186,8 mg/L). En la figura 15
se muestra la comparacion entre la variabilidad observada en las concentraciones
de Cmix entre el estudio actual y otros estudios farmacocinéticos de fosfomicina

previos.
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Figura 15. Variabilidad observada en las concentraciones de fosfomicina respecto a otros estudios
farmacocinéticos. (A) Concentraciones plasmdticas mdximas de fosfomicina media (+desviacion

estandar) (Cmix) y (B) concentracion plasmdtica minima de fosfomicina media (+ rango) (Cmin).

El drea media (DE) bajo la curva (fAUC) durante las primeras 24 horas, estimada
utilizando las estimaciones posteriores de cada paciente, fue de 5215,08 mg*h/L
(1972,27 mg*h/L). Los datos de concentracion de fosfomicina-tiempo se
describieron mejor mediante un modelo lineal de dos compartimentos, que se
asocid con una reduccidn significativa en el valor de probabilidad logaritmica
(LLD) en comparacién con el modelo de un compartimento (LLD = 132, p
<0,05). Un modelo lineal que utiliza CICr describe mejor la eliminacién del
farmaco (CL). La inclusion de esta covariable con una interseccion redujo el valor
de probabilidad logaritmica en 13 puntos (p < 0,001). La incorporacién del peso,
edad, sexo o indice de masa corporal no mejoro el ajuste del modelo. Se ajusto a

los datos el siguiente modelo estructural final:

Ecuacion 1:

dX,/dt = R(1) — (interseccién + pendiente X CrCl)/V;) X X; — k¢p X X1 + kpe X X,
Ecuacion 2:

dXZ/dt == ka XX1 - kpC XXZ
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donde X:y X:son las cantidades de fosfomicina (en miligramos) en el
compartimento central y periférico respectivamente y R(1) es la velocidad de
infusion de fosfomicina en el compartimento central. El aclaramiento renal de
fosfomicina se representa linealmente con la interseccion y la pendiente como
parametros y el CICr como covariable. K¢ y Kpe son las constantes de velocidad

intercompartimentales de primer orden.

Las estimaciones finales de los pardmetros farmacocinéticos de la poblacion se

muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Estimaciones finales de pardmetros farmacocinéticos poblacionales para 16
pacientes con bacteriemia de origen urinario causada por E. coli multirresistente tratados

con fosfomicina.

Parametro Media DE % CV  Mediana

Aclaramiento de farmaco, CL (L/h) CL= 2430 1.643 67.636 2.209
[intersecion + (aclaramiento de
creatinina x pendiente]
Interseccion (L/h) 1.129  1.176  104.101 0.760
Pendiente 0.27 0.157 58.005 0.269
Constantes de tasa de transferencia intercompartimental
Kep (h-1) 8.275 12908 155.983 0.140
Kpc (h-1) 65.419 29.201 44.636  80.612
DE: desviacion estandar; CV, coeficiente de variacion; CL, eliminacion de farmacos; Ko y

Ky son constantes de tasa de transferencia intercompartimental.
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Para el modelo final, las graficas de poblacion e individuos observadas versus
predichas del modelo final se muestran en la figura 16. Los resultados de NPDE
(grafico QQ e histograma) se resumen graficamente en la figura 17 y las

distribuciones de error residual ponderado se muestran en la figura 18.
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Figura 16. (A) Grdfico de las concentraciones previstas de la poblacion frente a las concentraciones
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Figura 17. Error previsto de distribucion normalizada (NPDE). (A) Grifico Q-Q de la
distribucion del NPDE versus la distribucion normal tedrica [N (0, 1)]. (B) Histograma de la
distribucion del NPDE con la densidad de la distribucion gaussiana estindar superpuesta. Los

resultados sugieren un ajuste aceptable del modelo final a los datos.

Error residual ponderado
Frecuencia

Emor residual ponderado (pred-cbs)

& ] 50 .} 2 1 o 1
Tiempo Error residual ponderado

100 400 00 &00 00 40
Predicho

Figura 18. Grifico del error residual ponderado (concentraciones predichas de la poblacion —
concentracion observada, mg/L) versus predicciones de la poblacion (izquierda) y tiempo de

observacion (centro); y distribucion de frecuencia de los errores residuales ponderados (derecha).

Ambos NPDE (p=0,599 en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk), las
distribuciones de error residual ponderado y los graficos de la verificacion
predictiva visual (VPC) (figura 19) sugieren que el ajuste del modelo a los datos

fue aceptable.
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Figura 19. Simulaciones de Monte Carlo (n=2.000) y verificacién predictiva visual (VPC) de los
datos observados (circulos abiertos) sobre los simulados (lineas) después del tratamiento con (A)
4 g cada 6 horas de fosfomicina (infusion de 1 hora, pacientes con CICr > 40 ml/min) o (B) 4 g
cada 12 horas de fosfomicina (pacientes en infusion de 1 hora con CICr 20-40 ml/min). Las lineas
negras indican la mediana, los intervalos de prediccion del 90 % (percentiles 5 al 95) y rangos

intercuartilicos (percentiles 25 al 75). Las lineas discontinuas grises representan el intervalo de

confianza del 95%.

Los 11 puntos de apoyo calculados y la matriz de covarianza en la forma

triangular inferior se muestran en las tablas 9 y 10, respectivamente.
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Tabla 9. Pardmetros farmacocinéticos individuales.

Paciente CICr Interseccion Pendiente Vc Kep Kpe
(L/h) (L/h) (slope) (L) (h™) (h?)
1 1.51 0.26 0.13 11.28 13.45 96.26
2 3.75 0.27 0.43 11.81 3.96 76.87
3 1.79 0.43 0.14 10.00 0.01 92.95
4 5.90 0.52 0.33 31.24 3291 42.00
5 4.23 1.43 0.27 10.00 0.01 80.25
6 5.10 1.26 0.06 1144 19.95 55.79
7 3.88 0.12 0.46 1252  0.97 80.43
8 4.89 2.24 0.22 17.60 0.14 83.15
9 6.42 0.70 0.40 11.68 0.02 84.96
10 9.17 0.12 0.46 12.84 0.01 81.36
11 4.23 2.24 0.22 17.60 0.14 83.15
12 5.92 3.55 0.30 10.00 0.64 1.01
13 1.75 0.09 0.001 16.18 40.66 50.81
14 6.29 3.55 0.30 10.00 0.64 1.01
15 0.83 1.22 0.11 11.13 18.88 53.04
16 1.94 0.05 0.48 1248  0.01 83.69

Consultar la tabla 4 y el texto para las definiciones de los parametros.

Table 10. Matriz de covarianza en forma triangular inferior utilizada en todas las

simulaciones.

Parametro Interseccion Pendiente

(W]9))
Interseccion 1.382
(L/h)
Pendiente -0.033 0.025
Ve (L) -0.836 0.023 27.452
Kep (h) -4.156 -1.148 34.544 166.622
Kpe (h™) -23.017 0.597 -7.398 -96.484 852.674
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5.2.3 Simulaciones de Monte Carlo y probabilidad de consecucién del
objetivo.

En la figura 20 se muestran los resultados de PTA para 4 g cada 6 horasy 8 g cada
8 horas en infusiones de 60 minutos. Las simulaciones de Monte Carlo y el
andlisis de PTA mostraron una leve mejoria al aumentar la dosis de fosfomicina
(4 g cada 6 horas frente a 8 g cada 8 horas), lograndose un PTA del 93,9 % (4 g
cada 6 horas) y del 98,2 % (8 g cada 8 horas) para ambas dosis utilizando un
objetivo farmacodindmico para el efecto bacteriostatico (es decir, fAUCo24/CMI
de 19,3) para CMI de 128 mg/L. Alternativamente, utilizando un objetivo
farmacodindmico para una disminucién de 1 log (es decir, fAUCo-24/CMI de 87,5),
se observo PTA del 89,3 % (4 g cada 6 horas) y 96,1 % (8 g cada 8 horas) para CMI
de 32 mg/L para ambas dosis. Al establecer un objetivo para la supresion de la
resistencia (es decir, AUC o-24/CMI de 3.136), se alcanzé un PTA optimo para una

CMI de 1 mg/L del 83,2 % (4 g cada 6 horas) y 93,4 % (8 g cada 8 horas).
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Figura 20. Probabilidad de logro del objetivo para E. coli para el efecto estdtico ( fAUC o-
24/CMI=19,3), para la reduccion bacteriana de 1 log ( fAUCe-24/CMI=87,5) y para la
supresion de la resistencia bacteriana (fAUCo-24/CMI=3.136) en cada CMI de
fosfomicina. Las lineas discontinuas negras representan los puntos de corte de
sensibilidad a fosfomicina de EUCAST y CLSI. CLSI, Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio; EUCAST, Comité Europeo sobre Pruebas de Sensibilidad a los
Antimicrobianos; fAUC: curva de concentracion libre-tiempo; CMI, concentracion

minima inhibitoria.

Después de los puntos de corte de sensibilidad de EUCAST (32 mg/L) y CLSI (64
mg/L), el PTA fue de 89 % a 96 % y de 33 % a 54 % respectivamente para disminuir
la carga bacteriana de 1 log. Sin embargo, se observé un PTA de 0 para la

supresion de la resistencia bacteriana para cualquiera de las dosis simuladas (4 g
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cada 6 horas u 8 g cada 8 horas), independientemente de los puntos de corte de

sensibilidad que se utilizaron.
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6 Discusion

6.1 Piperacilina-tazobactam

El presente estudio describe la farmacocinética poblacional de piperacilina
dirigida a pacientes no criticos. Basandonos en algunos estudios tradicionales en
animales y humanos seleccionamos un PTA del 50%fT>CMI, ya que los pacientes
de nuestro estudio no estaban criticamente enfermos, si bien, se utilizan objetivos
mas exigentes para pacientes criticos'?413, Observamos que, de los parametros
analizados, so6lo el aclaramiento de creatinina afect6 significativamente a la
farmacocinética de la piperacilina. También observamos que una infusion
prolongada de piperacilina mejor6 el PTA (50% fT>CMI). Los datos obtenidos
muestran que es menos probable que el régimen de dosificacion sugerido
actualmente (infusién de 4/0,5 g durante 30 minutos cada 8 h o cada 12 h) alcance
el objetivo farmacodindmico en pacientes con funciéon renal normal o
insuficiencia renal grave. Otros investigadores han informado previamente

resultados similares en pacientes criticos y no criticos**#1,

Por otro lado, la administracion de piperacilina mediante infusion prolongada,
durante la mitad del intervalo de dosificacion (es decir, infundida durante 4 h,
administrada cada 8 h) o después de una dosis de carga inicial ayudé a superar
las exposiciones subterapéuticas al farmaco piperacilina en todos los escenarios
simulados. Esto se ha demostrado previamente en estudios observacionales y en
ensayos controlados aleatorizados (ECA) y también se correlaciona con tasas mas
altas de curacidén clinica en los ECA21424251, En nuestro modelo observamos un
ligero beneficio con la administracion de una dosis de carga, especialmente frente
a una CMI de piperacilina de 32 mg/L (considerada resistente). No podemos
descartar la posibilidad de un beneficio extendido en pacientes con aclaramiento

renal aumentado (>130 ml/min/1,73 m?) o en pacientes con otras caracteristicas
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basales. Estos resultados difieren algo de los de Rhodes et al.?, quienes
sugirieron que las dosis de carga pueden ser necesarias para sus esquemas de
dosificacion modelados de piperacilina-tazobactam mediante infusion
prolongada (3,375 g infundidos durante 4 h) e infusiéon continua (10,125 g
infundidos durante 24 h) y para CMI elevadas. Sin embargo, en ese estudio, los
autores solo analizaron la probabilidad y el tiempo hasta la primera instancia de
que las concentraciones excedieran el punto de corte de la CMI para piperacilina-
tazobactam (16 mg/L, puntos de corte del Clinical and Laboratory Standard
Institute -CLSI-) durante los primeros 120 minutos de terapia. También es
importante sefialar que se utilizé una dosis diferente de piperacilin-tazobactam
(3 g de piperacilina mas 0,375 g de tazobactam en lugar de 4 g de piperacilina

mas 0,5 g de tazobactam).

También se analiz6 la neurotoxicidad asociada a piperacilina en pacientes con
ajustes de dosis debido a tasas de filtracion glomerular alteradas. No se observo
neurotoxicidad asociada a piperacilina en nuestros pacientes en este estudio, y
las simulaciones de infusiones prolongadas mostraron una probabilidad <1%
(objetivo de Cmin>361 mg/L), lo que contrasta con la probabilidad del 11,4%
observada por Imani et al.*®. Sin embargo, en este ultimo estudio se incluyeron
dosis de piperacilina de 8 a 16 g/24 h en intervalos de 6 a 12 h, no se
proporciondndose informacion sobre el ajuste de dosis en pacientes con
insuficiencia renal, lo que podria explicar la mayor frecuencia encontrada si no
se ajustaron correctamente las concentraciones de piperacilina. Por otro lado,
Quinton et al.#7 analizaron una cohorte retrospectiva de pacientes de UCI, que
mostraron una neurotoxicidad asociada a piperacilina del 43,4%, utilizando una
concentracion de piperacilina igual o superior a 157,2 mg/L como objetivo.
Aplicando este punto de corte a nuestro estudio, en general, no predecimos
eventos de neurotoxicidad en pacientes con funcién renal normal y una

probabilidad de 0,2 a 0,3% en aquellos con dosis ajustadas (esquema de
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dosificacion 5, 4 g (infusion de 4 h) cada 12 h y esquema de dosificacion 6, dosis
de carga de 4 g (infusion de 0,5 h) + 4 g (infusion de 4 h) seguida de 4 g (infusiéon
de 4 h) cada 12 h debido a insuficiencia renal grave. Sin embargo, en el estudio
de Quinton et al. no se pretendia estimar la proporcion de neurotoxicidad

asociada a la piperacilina, y tal frecuencia probablemente estaria sobreestimada.

Con respecto a la ausencia de nefrotoxicidad relacionada con la piperacilina
observada en nuestros pacientes con funcion renal normal o funcién renal
alterada con dosis ajustada, los resultados obtenidos se ajustan a los eventos de
nefrotoxicidad previstos relacionados con en el umbral de Cmin>452,65 mg/L4%.
Sin embargo, Imani ef al. mostraron eventos de nefrotoxicidad en el 8,5% de la
poblacion de estudio de acuerdo con los criterios de exclusion, cifra superior a la
observada en nuestros pacientes. En este estudio, el uso de un agente diurético
se asocid con un riesgo significativamente mayor de nefrotoxicidad por
piperacilina (OR 31,32, IC95% 3,33-294,70, p<0,01). Ademads de otras
caracteristicas basales de los pacientes entre ambos estudios, en el estudio de
Imani no se tuvo en cuenta el consumo de este diurético. Por tanto, no podemos
comparar este importante factor asociado a la nefrotoxicidad con nuestra

poblacion.

Aunque nuestros hallazgos resaltan la importancia de una dosificacion y
administracion Optima de piperacilina basadas en el aclaramiento renal en
pacientes no criticos para superar las concentraciones subterapéuticas, solo se
incluyeron 27 pacientes en el presente estudio, lo que limita la generalizacion de
estos resultados. Ademas, el modelo se construyd en gran medida utilizando
pacientes con funcidn renal normal y pocos con insuficiencia renal grave, lo que
podria perjudicar la extrapolacion de los resultados a pacientes con fallo renal. El
objetivo PK/PD para predecir la eficacia de la piperacilina tampoco esta claro,
mientras que la mayoria de los centros que actualmente realizan monitorizacion

farmacocinética (TDM) de betalactamicos tienen como objetivo valores de
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100% fT>CMI, otros utilizan 100% fT>4xCMI, 50% fT>4xCMI o 70% fI>4xCMI
para ciertos betalactdmicos. Asi, es aceptado que las concentraciones séricas de
betalactdmicos siempre deben estar por encima de la CMI, pero este hecho
requiere una validacion clinica prospectiva?®. Finalmente, debido a las
importantes diferencias en la neurotoxicidad y nefrotoxicidad esperadas
asociadas a la piperacilina segtin la eleccion de los objetivos farmacocinéticos
publicados, los resultados deben interpretarse con precaucion hasta que hayan

sido validados prospectivamente.

6.2 Fosfomicina

La amenaza global de las bacterias multirresistentes, junto con la escasez de
nuevos agentes antimicrobianos activos, ha generado un renovado interés en
farmacos antiguos como la fosfomicina. La Organizacion Mundial de la Salud ha
incluido la fosfomicina en el “Grupo 3: antibidticos del grupo de reserva”#8. Este
grupo incluye antibidticos que deben reservarse como opciones de ultimo
recurso y deberian ser ampliamente accesibles, pero su uso deberia adaptarse a
pacientes y entornos muy especificos cuando todas las alternativas hayan
fracasado (por ejemplo, infecciones graves y potencialmente mortales debidas a
bacterias multirresistentes). Sin embargo, como resultado de la falta de interés
clinico en la fosfomicina en las ultimas décadas, muchas preguntas sobre la
farmacocinética y la farmacodinamia de este farmaco y, por lo tanto, sobre la

dosificacion adecuada, siguen sin respuesta.

Uno de los principales hallazgos del presente trabajo es la alta variabilidad
observada en las concentraciones de fosfomicina observadas en pacientes con
BUTIL que en su mayoria no eran enfermos criticos, en comparacion con otros
datos previamente publicados de sujetos sanos y también de pacientes no

criticos, utilizando niveles mas altos. dosis (8 g cada 8 horas)*°*. Por
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ejemplo, en nuestro estudio se observé una Cmix media de 422,6 mg/L (CICr
medio de 70,4 mL/min), similar a la de Sauermann et al .** (Cmax media de 446
mg/L, CICr medio de 70,4 mL/min) o Wenzler et al.*?? (Cmax media de 370 mg/L,
CICr medio de 139,6 mL/min). Ademas, la mediana de la concentracién
plasmatica minima de fosfomicina (Cmin) observada en nuestros pacientes (178,7
mg/L; rango, 106,11-246,93 mg/L) es mds cercana a la observada por Parker et
al. > en pacientes criticamente enfermos, que fue de 250 mg/L (rango, 76-684
mg/L) en estado estacionario. Esto podria explicarse en parte por la insuficiencia
renal observada en nuestra poblacion, que afecta a la farmacocinética de la
fosfomicina (es decir, una mediana de CICr de 70,5 mL/min, que es ligeramente
superior a los 59 mL/min observados en el estudio de Parker et al.). Asi, las
variaciones en el CICr podrian explicar parcialmente las diferencias observadas
con respecto a sujetos sanos*?. Sobre la base de estas observaciones, los pacientes
tratados con fosfomicina se beneficiarian de una individualizacion de la dosis
basada en CICr para evitar una sobredosificaciéon o una infradosificacion,

reduciendo asi la posibilidad de fracaso terapéutico o toxicidad.

Los estudios de Lepak et al.?> y Docobo-Pérez et al.'3® proporcionaron objetivos
farmacodindmicos para la fosfomicina y permitié el desarrollo de nuestra
simulacion Monte Carlo y cdlculo de PTA. Estos andlisis plantearon varios
puntos que merecen la pena detallar, asi, un aumento de la dosis de fosfomicina,
de 4 g cada 6 horas (16 g al dia) a 8 g cada 8 horas (24 g al dia, que es la dosis
maxima aprobada por la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios), solo mejora sutilmente la PTA'. Esto es de vital importancia porque
una reduccion de 8 g de fosfomicina al dia supone una reduccién de 2,56 g de
sodio (cada gramo de fosfomicina contiene 0,32 g de sodio)'?, reduciendo el
riesgo de eventos adversos, incluyendo hipocalcemia, bradicardia o incluso
insuficiencia cardiaca*?, aspecto que puede ser particularmente relevante para

los pacientes hospitalizados. Por otro lado, una evaluacién de los puntos de corte
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de sensibilidad actuales para la fosfomicina establecidos por EUCAST y CLSI
utilizando andlisis farmacodindmicos revela que la eficacia estaria mejor
relacionada con los puntos de corte de EUCAST (es decir, susceptible <32 mg/L,
resistente >32 mg/L) que con los puntos de corte del CLSI (es decir, sensible <64
mg/L, resistente >256 mg/L)**44 Sin embargo, desde la perspectiva de la
supresion de la resistencia bacteriana, es probable que todos los puntos de corte
sean demasiado altos y a lo que habria que afiadir una serie de factores que
pueden contribuir a la aparicion o seleccion de subpoblaciones resistentes a
fosfomicina, como el estado mutacional de la cepa bacteriana (es decir, el fenotipo
hipermutador), la presencia de una carga bacteriana elevada o la existencia de
mutaciones que confieren resistencias de bajo nivel que pueden facilitar la

seleccion de mutantes de alto nivel de resistencial40425426,

A continuacidén, comentaremos las limitaciones del este estudio. El tamano de la
muestra no fue suficiente para medir el impacto de diferentes exposiciones a
medicamentos en los resultados clinicos, asi, la dosis de 8 g cada 8 horas se ha
generado a partir del modelo matematico asumiendo una farmacocinética lineal
de fosfomicina. Ademads, el VPC mostrd cierta subprediccion en el grupo que
recibié 4 g cada 12 horas y dada la baja funcion renal en este subconjunto de
pacientes (n =4) y la cohorte relativamente pequena de 16 pacientes, esto también
puede afectar la capacidad del modelo para identificar otras covariables
relevantes. Ademas, los objetivos farmacodindmicos de eficacia propuestos por
Lepak et al.?2 en el modelo de infeccion neutropénica de muslo murino y nuestro
objetivo sugerido para la prevencion de la resistencia observado en el modelo de
infeccion dindmica de fibra hueca (hollow fiber) pueden subestimar la eficacia de
la fosfomicina en pacientes inmunocompetentes y hasta ahora no han sido
validados por otros estudios. Por otro lado, el modelo de infeccion del muslo
murino neutropénico evaluo la eficacia microbioldgica solo durante las primeras

24 horas. Sin embargo, diferentes estudios que utilizan modelos de infeccién de
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fibras huecas han demostrado que se producen fallos microbioldgicos mas tarde
como resultado de la seleccién de subpoblaciones con sensibilidad reducida o la
aparicion de mutantes resistentes'®*?”. Esto sugiere que los objetivos
farmacodindmicos que impulsan la eficacia de la fosfomicina en infecciones
complejas pueden necesitar considerar mutantes resistentes a la supresion, que a
menudo no se consideran en el establecimiento de los puntos de
corte!'®. Finalmente, la controversia existente sobre como realizar e interpretar las
pruebas de sensibilidad a fosfomicina podria dificultar el uso de la CMI como

una medida confiable de potencia'#42.
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7 Conclusiones

7.1 Piperacilina-tazobactam

De los resultados obtenidos en el estudio sobre piperacilina-tazobactam se

desprenden las siguientes conclusiones:

1.

Se ha desarrollado wun modelo farmacocinético poblacional
monocompartimental de piperacilina-tazobactam en pacientes con
bacteriemias por Enterobacterias, siendo el aclaramiento de creatinina la
Unica covariable que explica la variabilidad en las concentraciones

observadas.

Los datos obtenidos muestran que es menos probable que el régimen de
dosificacion sugerido actualmente en la ficha técnica del farmaco (infusion
corta) alcance el objetivo farmacodindmico en pacientes con funciéon renal
normal o insuficiencia renal grave, siendo la administracion en infusion

prolongada la forma dptima para la consecucién del objetivo PK-PD.

Las estrategias de administracion en infusion prolongada tienen un riesgo

bajo de desarrollar eventos adversos (neurotoxicidad o nefrotoxicidad).

Los beneficios de una dosis de carga no estan claros en los pacientes de
nuestro modelo y por ello, deben explorarse en otras poblaciones con

aclaramiento renal aumentado.
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7.2 Fosfomicina

De los resultados obtenidos en el estudio sobre fosfomicina se desprenden las

siguientes conclusiones:

172

Las concentraciones de fosfomicina son muy variables y dependen en
cierta medida del grado de disfuncién renal, incluso en pacientes no

criticos.

Las pautas de dosificacion de fosfomicina de 4 g cada 6 horas u 8 g cada 8
horas parecen eficaces para el tratamiento de pacientes no criticos con
bacteriemia de origen urinario causada por E. coli multirresistente. Sin
embargo, es posible que estos regimenes aun no sean adecuados (como
monoterapia) para pacientes criticos con una alta carga bacteriana donde

es probable que surja resistencia a los medicamentos.

Dosis mas altas de fosfomicina pueden aumentar la probabilidad de
toxicidad, sin embargo, no se espera que aumenten significativamente la

eficacia.

Este estudio sugiere que puede ser necesaria una revision de los puntos
de corte de EUCAST y CLSI para algunos contextos clinicos y subgrupos

de pacientes.
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Abstract This study analyzes the pharmacokinetic variability of piperacillin in non-critically ill pa-
tients with Enterobacteriaceae bloodstream infections (EBSI) and explores predicted dlinical outcomes
and piperacillin-related neurotoxicity under different renal conditions. Hospitalized, non-critically
ill patients treated with piperacillin-tazobactam for EBSI were included. Four serum samples per
patient were collected and analyzed. A population pharmacokinetic model was developed using
the Pmetrics package for B Monte Carlo simulations of various dosage regimens of 4 g piperacillin,
administered q& h or g12 h by short (0.5 h) or long (4 h) infusion, follow ing the different glomerular
filtration rate (GFR) categories used to classify chronic kidney disease (Kidney Disease: Improving
Global Outcomes, KDIGO) to determine the probability of target attainment (PTA) using a free
drug concentrations above the minimal inhibitory coneentration (T = MIC) of 50% for efficacy and
targets for piperadllin-assodated neurotoxicity. Twenty-seven patients (102 samples) were indluded.
Extended piperadillin infusions reached a PTA > 90% (30%f T = MIC) within the susce ptibility range,
although a loading dose did not greatly improve the expected outcome. Long infusions reduced the
expected toxicity in patients with severe renal impairment. The study supports the use of extended
infusions of piperacillin in non-critically ill patients with EBSL Mo benefits of a loading dose wemw
expected in our population. Finally, extended infusions may reduce the risk of toxicity in patients
with severe renal impairment.

Keywords: bloodstream infection; renal function; neurotaxicity; nephrotoxicity; pharmacokinetics;
piperacillin-tazobactam; Enterobacteriaceae

1. Introduction

Enterobacteriaceae infections ame associated with increased morbidity and mortal-
ity [1-3], which is mainly related to delay in providing active therapy;, together with the
lower efficacy of certain alternative drugs compared with first-line antibiotics. In this
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respect, appropriate initial antimicrobial therapy is of key importance for the resolution of
serious infections. Several studies have demonstrated that inappropriate empiric therapy
is independently associated with a worse outcome in patents with bacteremia caused
by Enterobacteriaceae [1,4].

Piperacillin is a beta-lactam antibiotic, commonly combined with tazobactam, with a
broad spectrum of bactericidal activity against Gram-negative and Gram-positive aerobes
and anaerobes [5], and is frequently used for the empiric treatment of severe infections
potentially caused by extended-spectrum beta-lactamase (ESBL}-producing Enterobac-
teriaceae and Psendomonas aeruginosa [5]. Beta-lactam activity is related to the fraction
of the dosing interval during which free drug concentrations remain above the minimal
inhibitory concentration (f T MIC) for the relevant pathogen [6]. In the case of piperacillin,
an fT = MIC of at least 50% of the dosing interval is considered necessary for maximal
activity [7]. Most studies included in systematic review s and meta-analvses across a wide
range of severely ill patients admitted to intensive care units {ICU) found significant
benefits in terms of mortality and clinical cure associated with prolonged versus inter-
mitbent infusions of piperacillin-tazobactam (TZF) [8,9]. Despite these obvious benefits,
a survey on antimicrobial dosing in the ICU found wide variability in reported practices
for TZP dosing and monitoring [10]. While there is an extensive published literature on
piperacillin pharmacokinetics (PK) concerning variability in plasma concentrations and
strategies aimed at optimizing efficacy in critically ill patients [11-13], there is scant in-
formation relating to non-critically ill patients. Piperacillin has been found to be safe and
well tokerated in many clinical trials [14]. Even so, recent studies have shown neurological
deterioration related to high piperacillin serum concentrations in a range from 11.4% to
43.3% and nephrotoxicity in 8.5% of noneICU and ICU patients [15,16]. Two different
papers have suggested pharmacokinetic targets associated with piperacillin-nelated neu-
rotoxicity. Cuinton et al. found that a serum concentration threshold of 157.2 mg /L is
predictive of the occurrence of piperacillin neurotoxicity, [15] while Imani et al. found
that a piperacillin Crzn > 3614 mg/ L or > 452.65 mg /L was associated with a 50% risk of
developing a neurotoxicity or nephrotoxicity event, respectively [16].

The aim of this prospective study was to describe the population PK of piperacillin in
a cohort of non-critically ill patients with bloodstream infection (BSI) due to Entercbacte ri-
aceae and to perform Monte Carlo simulations to explore the safety and expected outcomes
of different dosing regimens suitable for non-critically ill patients.

2. Results
2.1. Patiemis

A total of 27 non-critically ill patients treated with piperacillin—tazobactam for Enter-
obacteriaceae BSI were included. Ehmugraphic, epidemiological, clinical, and microbio-
logical variables and the outcomes of episodes are shown in Table 1. Three patients with
creatinine chearance (CrCl) < 20 mL/ min/ 1.73 m? received 4,/0.5 gevery 12 h. A total of
102 plasma samples weme collected at steady state during a single dosing interval. None
of the determinations wen below the limit of quantification. The most common source of
bacteremia was the urinary tract (66.7%). Escherichia coli and Klebsiella preumoniae were the
most frequently isolated microonganisms. The piperacillin—taz obactam MIC was <8 mg/L
in 24 patients. Ome patient died (3.7%), and no adverse events related to piperacillin-
tazobactam administration were noted.
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Table 1. Baseline demographic and clinical characteristics of 27 patients with bloodstream infec-
tions due to Enterobacteriaceae, treated with piperacillin-tazobactam (TZP). Data are number of
patients (percentage), unless otherwise stated. Cr(l, creatinine clearance, Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA), ESBL, extended-spectrum beta-lactamase, MIC,

- No. of Cases (%)
Varisble Unless Otherwise Stated
Male gender 17 (62.96)
Age in years, median (range) 76.5 (48-86)
mass index > 25 19 (79.1)
CrCl in mL/min, median (range) 5.7 (45.3-255.3)
Charlson score, median (range) 25(0-8)
Comorbidities:
Diabetes mellitus 13 (48.1)
Chronic pulmonary disease 4(148)
Cancer 11 (40.7)
Liver cirrhosis 1(3.7)
Immunosuppressive therapy 1(3.7)
Source of bacteremia
Urinary tract 18 (66.67)
Biliary tract 7(25.9)
Other intraabdominal infection 2(7.4)
Community-acquired bacteremia 11 (40.7)
Pitt score, median (range) 2 (0—5;
SOFA score at diagnosis, median (range) 3(0-8
Microorganism:
Escherichia cdi 15 (55.5)
Klebsiella oxyfoca 6(22.2)
Kiebsiella pneumoniae 3(11.1)
Enterobacter aerogenes 274
Enterobacter cloacae 1(3.7)
ESBL producer 3(11.1)

Hours from blood culture until first TZP

dose, median (range) 16(0-11)
MIC 25 (92.5)
1mg/L 3(12)
2mg/L 13 (52)
4mg/L 5(20) !
8 mg/L 3(12)2
16 mg/L 0
>16 mg/L 1(3.7)
Outcome:
Lack of improvement, day 2 5(18.5)
Clinical failure, day 14 4(148)
Mortality, day 30 1(3.7)

¥ 2 were FSBL producers. * 1was an ESBL producer.

2.2. Pharmacokinetic Modd

The piperacillin concentration-time data were best described by the one-compartment
linear model, and no significant reduction in the log-likelihood value was observed com-
pared with the two- or three-compartment models. The inclusion of creatinine clearance
(CrCl) as a covariate best described drug clearance (CL) and reduced the log-likelihood

value by 152 points. No other covariates improved the final model. The ordinary differen-
tial Equation (1) for the model is the following:

dC/dt = R(1) — ((Intercept + Slope x CICr)/V¢) x X1 (1)

X3 is the amounts of piperacillin (in milligrams) in the central and peripheral com-
partment, respectively. Intercept and slope are the coefficients of a linear relationship of
piperacillin clearance versus CICr. The final parameter estimates from the population
model are presented in Table 2, and the observed-versus-individual predicted piperacillin
concentrations appear in Figure 1.
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Table L. Final population pharmacokinetic parameter estimates for 27 patients with bloodstream
infections due to Entercbacteriaceae treated with piperacillin-tazobactam.

Parameter Mean sD Median

Drug Clearance, CL (L/h)
CL = Intercept + slope » creatinine clearance (L/h)

Intercept (L/h) ! 4,556 5.035 3,503
Slope 1353 Tom 139
Volume of distribution, Ve (L) 30.68 13340 20.039

T Intercept and slope ane the coafficients of a linear relationship of piperacillin clearance versus CCe
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Figure 1. Diagnostic plots of the final population pharmacokinetic covariate model. (a) Observed
piperacillin concentrations versus population predicted concentration {Rz = 0.39); (b) observed
piperacillin concentrations versus individual predicted concentrations (B2 = 0.908). The continuous
line represents the regression line, and the dashed line is the line of identity.

The mesults of the normalized distribution prediction error (NPDE) analysis (-0
plot and histogram) are summarized graphically in Figure 2. The weighted nesidual error
distributions are shown in Figure 3. The NPDEs (p = 0.069 in the Shapiro-Wilk test of
normality), weighted residual error distributions, and visual predictive check (VPC) plot
(Figune 2) suggest that the fit of the model to the data was acoeptable.
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Figure 2. Normalized distribution predicted error (NPDE) versus predicted piperacillin concentration
{a) and time (b). The NFDE should be a standard normal distribution with a mean of 0 and a standard
deviation of 1, Le, ~N (0,1). The approcdmately normal distribution of NPDE points, as indicated by
the quantile—quantile (CQL(Y plot (c) and the WPDE histogram (d), centered at 0, indicates that the
population model predictions are minimally systematically biased. The horizontal dashed lines in the
top left and top right panels ane at —2, 0 (the mean), and +2 standard deviations for the ideal normal
distribution, and the surrounding error of 95% is shown with gray boxes. The solid horizontal lines
are the actual distributions of the NPDE. The histogram columns in the bottom right panel compare
the actual frequencies of NPDE with the ideal normal distribution (dashed line).
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Figure 3. Weighted residual error plot (population predicted versus observed concentrations, mg/ L) versus population
predictions (a) and time of observation (b) and frequency distribution of weighted residual errors (c).
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2.3. Probability of Target Attainment

The Monte Carlo simulations of varying piperacillin regimens and the probabilities of
target attainment (PTAs) for > 50% fT > MIC are shown in Table 3. The results showed that
the lower PTA (fT > MIC for 50% of the dosing interval) was associated with a higher CICr.
Piperacillin dosages of 4/0.5 g (4 h infusion) g8 h or first dose [4/0.5 g (0.5 h infusion) + 4 g
(4 hinfusion)] followed by 4/0.5 g (4 h infusion) g8 h reached a PTA of >90% within the
current breakpoint (Le., piperacillin MIC < 8 mg/L). In this analysis, no significant benefit
of a loading dose was observed. An extended infusion, alone or given with a loading dose,
showed slightly a better PTA than the short piperacillin infusion.

Table 3 also shows the PTAs for >50% fT > MIC with different dosage regimen
adjustments and levels of creatinine clearance. With a dosage adjustment of 4/05 g
(0.5 hinfusion) q12 h, patients with severely reduced renal function or kidney failure
achieved the optimal targets of fT > MIC > 50% over the dosing interval within the
susceptible range. A prolonged infusion administration (4 h) improved the PTA within the
intermediate category compared with a short one, and similar results were found with the
addition of a loading dose.
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Table 3. Probability of target attainment (FTA) using an fFTMIC;, 5g = 50% as pharmacodynamic
target after simulation in patients with normal or severe renal impairment according to KDIGO
clinical practice guideline for acute kidney injury: Dosage 1, 4 g (0.5 h infusion) g8 h; Dosage 2,4 g
(4 h infusion) & h; Dosage 3, first dose [4 g (0.5 h infusion) + 4 g (4 h infusion)] followed by 4 g
(4 h infusion) gB h. Dosage 4, 4 g (0.5 h infusion) q12 h; Dosage 5, 4 g (4 h infusion) 12 h; Dosage 6,
first dose [4 g (0.5 hinfusion) + 4 g (4 h infusion)] followed by 4 g (4 hinfusion) q12 b Green, yellow,
and red baxes indicate piperadillin PTA > 90%, <90- =50%, and <50%, respectively.

Severely Decreased
Target MNormal {1529 mL/min/1.73 m?)
90-129 mL/min/1.73 m?} Kidney Failure
i<15 mL/min/1.73 m?)

FT> MIC =50%

MIC (mg/L)
0.06
0125

0.25
05

EUCAST (S)
16
EUCAST (I)
32

(EUCAST R)
&4
128
256

2.4, Piperacilin Neurotoxicity and Nephrotoxicity

At the simulated doses of 4/0.5 g (4 h infusion) g8 h or first dose [4/05 g (05 h
infusion) + 4 g (4 h infusion)] followed by 4/05 g (4 h infusion) g8 h in patients with
normal renal function, no neurotoxicity or nephrotoxicity events wene expected. With
respect to the case with dose adjustments of piperacillin due to renal disease, the simulated
patients did not reach the nephrotoxicity breakpoint of Copp > 45265 mg/L. Also, in
these simulated group patients with severely decreased renal clearance or kidney failure,
no neurotoxicity in those who received short-term intravenous infusions was predicted.
Herwever, long infusions or the addition of a loading dose slightly increased the risk of
expected neurotoxicity to 0.2% and 0.3%, respectively (targeting at Copyp > 157.2 mg;"L]-.

3. Discussion

The present study describes the population pharmacokinetics of piperacillin targeted
at non-critically ill patients. We focused on PTA (50% fT = MIC) based on some traditional
animal and human studies, although mone demanding targets ane used for critical patients,
as the patients in our study were not critically il [17-19]. We observed that only creatinine
clearance significantly affected the pharmacokinetics of piperacillin. We also observed
that an extended infusion of piperacillin improved the PTA (50% fT > MIC). Our data
show that the currently suggested dosing regimen (4/0.5 g infusion over 30 min g8 h) is
less likely to attain the pharmacodynamic target in patients with normal or severe nenal
impairment. Other investigators have previously reported similar results in both critically
and non-critically ill patients [20-22].

The administration of piperacillin by extended infusion, over half the dosing interval
(ie., infused over 4 h, administered g8 h), or after an initial loading dose helped overcome
subtherapeutic piperacillin drug exposures in all the simulated scenarios. This has previ-
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ously been shown in observational studies as well as randomized controlled trials (RCT)
and also cornelates with the higher rates of clinical cune in the RCTs [23-25). In our model,
wie observed a slight benefit with the administration of a loading dose, especially against a
piperacillin MIC of 32 mg /L. {considered as resistant). We cannot rule out the puossibility of
an extended benefit in patients with augmented menal clearance (=130 mL/ min/1.73 m?) or
in patients with other baseline characteristics. These results differ somewhat with those of
Ehodes et al. [26], who suggested that loading dosages may be necessary for their modeked
dosing schedules of piperacillin-tazobactam by prolonged infusion (3,375 g infused over
4 h) and continuous infusion (10,125 g infused over 24 h) and for elevated MICs. However,
in that study, the authors only analyzed the probability of and time to first instance of con-
centrations exceeding the breakpoint MIC for piperacillin-tazobactam (16 mg/ L, Clinical
and Laboratory Standard Institute [CLSI| breakpoints) over the fiest 120 min of therapy. It
is also important to note that a different TZP dosage was used (3 g piperacillin plus 0375 g
tazobactam instead of 4 g piperacillin plus 0.5 g tazobactam).

Piperacillin-associated neurotoxicity in patients with dose adjustments due to im-
paired glome rular filtration rates was also analyzed. Piperacillin-associated neumotoxicity
was not observed in our patients in this study, and simulations of extended infusions
showed a probability of <1% (targeting Crg, > 361 mg)/ L), which contrasts with the prob-
ability of 11.4% observed by Imand et al. [16]. However, in the latter study, piperacillin
dosages of 8-16 g/ 24 h at 6-12 h intervals were included. No information regarding dosage
adjustment in patients with renal impairment was given, and this could explain the higher
frequency found if piperacillin concentrations wene not correctly adjusted. On the other
hand, Quinton et al. analyzed a retrospective cohort of ICU patients [15], which showed a
piperacillin-associated neurctoxicity of 43.4%, using a piperacillin comcentration equal to
or higher than 157.2 mg/L as a target. Applying this breakpoint to our study, overall, we
predict no neurctoxicity events in patients with normal renal funchion and a probability
of 0.2-0.3% in those with adjusted doses (dosage 5, 4 ¢ (4 h infusion) q12 h and dosage
6, loading dose of 4 g (0.5 h infusion) + 4 g (4 h infusion) followed by 4 g (4 h infusion)
q12 h) due to severe menal impairment. Nevertheless, the study by Quinton et al. was not
intended to estimate the proportion of piperacillin-associated neurotoxicity, and such a
frequency would probably be overestimated.

With negard to the absence of piperadllin-related nephrotoxicity observed in our pa-
tients with normal renal function or impaired renal function with adjusted dose, our results
fit with our predicted nephrotoxicity event based on the target of C ;> 452,65 mg/L [16].
However, Imani et al. showed nephrotoxicity events in 85% of the study population fol-
lowing exclusion criteria, which is higher than that observed in our patients. In this study,
the use of a diuretic agent was associated with a significantly increased sk of piperacillin
rbu]:-hrubuxil_‘itj? (OR 31.32, IC95% 3.33-294.70, p < 0.01). Apart from other baseling patient
characteristics between both studies, the administration of this diuretic agent consumption
waits not taken into account in Imani's study. Thus, we cannot compane this important factor
associated with nephrotoxicity with our population.

Although our findings highlight the importance of optimal dosing and administration
of piperacillin based on renal clearance in non-critically ill patients in order to overcome
subtherapeutic concentrations, only 27 patients were included in the present study, which
limits the generalizability of these results, Additionally, the model was largely constructed
using patients with normal renal function and few with severe renal impairment, which
could impair the extrapolation of results to patients with extremse renal impairment. The
PE/ PD target for predicting piperacillin efficacy also remains unclear. While the majority
of centers currently performing f-lactam therapeutic drug monitoring (TDOM) target values
of 100% T = MIC, others use 100% fT > 4 « MIC, 50% T = 4 x MIC, or 70% fT>= 4 x MIC
for certain f-lactams. Whether serum concentrations of f-lactams always need to be
above the MIC requires prospective clinical validation [27]. Finally, because of the major
differences in the expecked piperacillin-associated neurctoxicity and nephrotoxicity based
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on the choice of published pharmacokinetic targets, the results should be interpreted with
caution until they have been prospectively validated.

4, Materials and Methods
4.1. Study Design and Patients

A prospective study was conducted at the Huosgpital Universitario Virgen Macarena (Seville,
Spain) between October 2012 and February 2015, including adult patients (age > 17 years)
with BSI caused by Entercbacteriaceae who received initial monotherapy with piperacillin-
tazobactam. Eligible patients were first identified from daily reports of blood cultures
from the microbiology laboratory. Patients were included only if: the first piperacillin-
tazobactam dose was administered in the first 12 h after collection of blood cultures, the
duration of the therapy was at least 48 h, and the patient was not admitted to the intensive
care unit. Patients with any of the following criteria were excluded: transient bacteremia,
polymicrobial backremia, non-hospitalized patients, patients with do-not-resuscitate or-
ders, and neutropenic patients {absolute ru-_-uh-uphil count < 500/ m.mj]. Written informed
consent was obtained from all participants. The study was approved by the Ethics Com-
mittee of the Hospital Universitario Virgen Macarena (reference number 1578).

Demographic data (including the age, sex, height, and weight of the patient), mode of
acquisition of the infection {nosecomial or community-acquired), source of BSI according to
clinical and microbiclogical criteria, serum creatinine concentrations, adverse events poten-
tially related to therapy and 30-day mortality were recorded. Collection of serum creatinine
concentrations was standard-of-care, and creatinine clearance was calculated daily using
the Cockeroft-Gault equation [28]. Glomerular filtration rate (GFR) was estimated using
the Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKID-EPI) equation [29], the
patients were classified according to the different GFR categories used to classify chronic
kidney disease (KDIGO) [30]. Bacterial blood isolates were identified by MALDI-TOE
and piperacillin-tazobactam susceptibility testing was performed by the broth microdilu-
tion method, following the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUUCAST) rl‘l.eﬂmdl:l].i.mgg?. EUCAST breakpoints for piperacillin—tazobactam were used to
interpret susceptibility [31]

4.2, Antibiotic Therapy

As local dosing recommendations changed in the course of the study period, patients
recwived two different piperacillin—tazobactam regimens: (a) 4/0.5 g (4 h infusion) g8 h,
and (b) first dose 4,/0.5 g (30 min infusion) followed by 4/0.5 g (4 h infusion) sta rting imme-
diately after the first dose and then 4/0.5 g (4 hinfusion) g8 h, following Roberts et al with
modifications [12]. Patients with creatinine clearance < 20 mL/ min/1.73 m? {classified as
severely decreased renal clearance or kidney failure) received 4/0.5 g every 12 h, according
to the summary of product characteristics (SPC) recommendations [32].

4.3. Piperadilin Serum Concentration Assay

Blood samples wene taken at steady state, and sampling was performed 1, 4, 6, and
& h after the commencement of piperacillin infusion, collected in EDTA tubes, centrifuged
and stored at —80 °C until analysis. A high-performance liquid chromatography (HPLC)
method described by McWhinney et al. was used to analyze piperacillin serum concen-
trations [33]. FDA guidance on bicanalytcal method validaton was used to validate
the method [34]. The linear range of quantification was 1-500 mg/ L. Relative standard
deviations and relaive errors of the inter- and intra-assay wene less than 8.2%, and the
lowver limit of quantification was 1 mg/L.

4.4, Pharmacokinetic Analyses

The nonparametric adaptive grid (NPAG) algorithm embedded in the Pmetrics soft-
ware package was used to fit a population pharmacokinetic model to the data [35]. For the
population pharmacokinetic analy sis, one- and two-compartment linear models were
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fitted to the piperacillin plasma concentration-time data. Covariate model building
was performed using sequential assessment of biologically plausible clinical parame-
ters. Forward inclusion was based on the model selection criteria and significant corre-
lation with one of the pharmacokinetic parameters. Creatinine clearance, weight, age,
sex, and body mass index (BMI) wene explored as covariates for each structural model.
The data were weighted by the inverse of the estimated assay variance, which was deter-
mined from quality control samples used to estimate inter-day assay vadance and given
by S} {mg/L) = gamma > {0.4388 + 0,027 » C), where C is the piperacillin concentration,
and gamma is an estimate of progess noise expressed as multiples of assay variance [35].
The goodness-of-fit of each model to the data was assessed using a combination of the
following: (i) log-likelihood values; (i) coefficients of determination (R2) from linear re-
gression of the observed vs. predicted values before and after the Bayesian step; (i)
minimization of bias and imprecision of the observed va predicted plots, (iv) normalized
prediction distribution errors (NPDE); (v) the distribution of weight-:d residual errors; and
(vi} a visual predictive check (VPC) plot.

4.5, Simulations and Probability of Target Atfainment

A 2000-patient Monte Carlo simulation was performed using a semi-parametric sam-
pling method available in Pmetrics [35,36]). The final model consisted of 13 support points.
Each point was a set of values for each parameter in the model and the probabilities
of those values to predict piperacillin concentrations observed in the population. Each
support point then served as the mean for a multivariate normal distrbution, weighted
by the probability of the point, with covariance equal to the covarance matrix of the full
model divided by the number of points (i.e, 13). Semi-parametric sampling from this
we{ghlud, multivariate, multimodal normal distribution was used to generate a simulated
population of 2000 patients each with their own set of PK parameters. Piperacillin dosages,
including short and extended infusions and a loading dose, wemne simulated as follows:
Dosage 1, 4/0.5 g (0.5 h infusion) g8 h; Dosage 2, 4/0.5 g (4 h infusion) g8 h; Dosage 3,
first dose 4/0.5 g (0.5 h infusion) followed by 4/0.5 g (4 h infusion) starting immediately
after the first dose and then 4/0.5 g (4 h infusion) g8 h. Dose adjustments of piperacillin
in patients with severely decreased renal clearance (15-29 mlL/min/1.73 m?) and kidney
failure (<15 mL/min/ 173 m?) were simulated with the aim of optimizing piperacillin
pharmacodynamics in these patient subgroups. The following piperacillin dosages, which
included standard short (0.5 h) and extended (4 h) infusion, were simulated: Dosage 1,
4/0.5 g (05 h infusion) q12 h; Dosage 2, 4/0.5 g (4 h infusion) q12 h; Dosage 3, first dose
[4/0.5 g (0.5 hinfusion) + 4,/0.5 g (4 h infusion)] followed by 4 g (4 h infusion) 12 h. For the
probability of pharmacodynamic target attainment (PTA) analysis, MICs ranging between
0.0625 and 256 mg /L were assessed in doubling dilutions, using EUCAST susceptibility
breakpoints (susceptible < 8 mg/ L and resistant > 16 mg/L), and a phanmcndyna.mic
index to predict efficacy, fTye = 50% of the desing inkerval, was used [37]. The unbound
fraction of piperacillin was fived at 0.7 [38]. A FTA of = 90f% was considered optimal

4.6, Toxicodynamic Analysis

The probability of reaching neurotoxicity- (Cqrn piperacillin steady-state concentra-
tions above 361.4mg/L or 157.2 mg/L) and nuphmh_m{-:it}r— (Conin piperacillin steady-state
concentrations above 452.65 mg/ L) related thresholds, respectively, was analyzed over a
24 h interval (day 2) [15,16). For these analy ses, the unbound piperacillin concentration
was used.

5. Conclusions

In conclusion, given the association between early and appropriate antibiotic therapy
and improved clinical outcomes for ertically ill patients [1,4,39,40], our data support the
use of extended piperacillin infusions early in patients with invasive infections caused
by Enterobacteriaceae, even if the patients are not critically ill and have a low risk of
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neurctoxicity or nephrotoxicity events. The benefits of a loading dose ane not clear and
should be explored in other populations such as patients with augmented renal clearance.
These findings should be confirmed in other studies with similar populations and by using
clinical endpoints.
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Fosfomycinis a cellwall synthesis inhibito rwith broad-spectrum
antimicmbial activity [1] Studies from multiple countries have
consistently demonstrated high rates of susceptibility of extended-
spectrum f-ladamase— and carbapenemase-pmodudng Enterobac-
terizceae |2 —4] to fosformydn. Because of the paucity of active com-
pounds, fosfomycn has been suggested as a potential treatment for
severe infections caused by multidrug-resistant Enterob acterioce ae
| 5] The oral farmulation of fosformycin has been widely used for the
treatment of amite uncomplicated urinary tract infecton [G]. In
contrast, there is less experience and a relative absence ofqualitydata
that suppart the use of the intravenous formulation for treatment of
imasive infecions caused by multidrug-resistant bacteria |7 ]

Several fosformydn pharmacokinetic studies have been per-
formed [&.9]. However, to our knowledge, only the study conducted
by Parker et al. [10] in critically ill patients used a population
pharmacokinetic methodology. Maoreover, several pharmacody-
namic sdies have been performed to better understand dose
exposure—response relationships of fosformycin | 5,11 | For example,
Lepak et al [12] evaluated fosfomycin adivity in the neutropenic
murine thigh infection model against Eschenchio coli, Kebsiela
preumoniae and Preudomonas ceruginosa strains, including a subset
with extended-spectum [iHactamase and carbapenem mesistance
phenotype. The study showed that the area under the unbound
concentraton—time curve (FAUC) to minimum inhibitory concen-
tration (MIC} ratio (fAUC/MIC] is the relevant phamacodynamic
index against these multidrug-resistant, Gram-negative baceria.
Optimized dosing of fosformydn has not yet been explored using
these in vive pharmacodynamic targets.

Thus, the aim of the present study was to better understand the
variahility of fosfomydn pharmacokinetics in patdents with bacter-
aemicurinary tract infection (BUTI}and to identifyoptimal regimens
that are based on the recently desaibed phamacodynamic targets
fororders of logarthmic killing and resistance suppression Suchan
approach also provides an opportunity to reflect on the adequacy of
currently recommended in vitro suscepibility breakpoints estab-
lished by the Clinical and Laboratory Standards Institute (0L51) and
the Eumpean Committee on Antimicrmbial Susceptibility Testing
{ELNCAST ) committees for E ool clinical isolates.

Patients and methods
Study design and patient populatiion

Patients with BUTI due to multidrug-resistant E coli were
eligible for the FOREST dinical trial (MCTD2842751) [13]; 16
consecutive patients hospitalized at University Hospital Virgen
Macarena (Seville} participated in the trial between july 2013 and
October 2016 | 14]. The study was appmoved by the regional ethics
committee. Signed informed consent was obtained from all pa-
tients. Demographic data (including age, sex, and height and
weight], site of infection, basdine renal function, previous treat-
ments and fosformydn MICs of isolates were recorded. Serum
creatinine concentrations were collected as a component of stan-
dard of care, and creatinine clearance (Crid) was caloulated daily
using the Cockcroft-Gault equation [15]. Fosformydn was adminis-
tered 4 g every 5 hours (1-hour infusion) according to the clinical
trial protocol. Patients with renal impaiment { CrCl 20—$0 mL/'min)
received 4 g every 12 hours ( 1-hour infusion) [14]

Pharmacokinetics

Blood samples were collected 48 hours after the first adminis-
tration of drug, at 1, 3, 5 and 6 hours after the start of fosformydn
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and 12 hours in patients with a CrCl of 20 to 40 mL/min.

Flasma fosfomydn concentratons were measured using tan-
dem mass spectroscopy following a method previously described
by Li et al. [16]. The assay interday coeffident of varaton for fos-
formycin in serum was <10&, with an acouracy range of 915% to
W099%. The lower limit of quantification assay for plasma was 1 mg/
L with predsion at coeffident of variation <15% and an acouracy
mange of BESE to 112.8% The assay was linear over its working
mange (11000 mglL)

Mathematical model

The nonparametric adaptve grid (MPAG) algorithm, embedded
within the Pmetrics software package [17], was used to build a
population pharmacokinetc model. For the population pharma-
ookinetic analysis, the one- and two-compartment linear models
were fitted to the plasma fosformycin concentration data. Covariate
model building was performed using sequental assessment of
biologically plausible clinical parameters. Forward inclusion was
bhased on the aforementioned model selection criteria and signifi-
cant correlation with one of the pharmacokinetic parameters. CrQ,
weight, age, sex and body mass index were explored as covariates
for each structural model.

The data were weighted by the inverse of the estimated assay
wariance. This was determined from the quality control samples
used to esimate the interday assay variance and given by 5D (mg/
L} = gamma = (U059 + WM1B = C), where C is the fosformycin
ooncentration Gamma represents an estimate of process noise and
is expressed as multiples of the assay variance | 17].

The fit of each model to the data was assessed using a combi-
nation of the following: (a) log likelihood value, (b) Akaike infor-
mation criterion, (¢} coefficients of determination () from the
linear regression of the observed— predicted plots before and after
the Bayesian step, (d) minimization of bias and imprecisions of the
observed—prediced plots, (e) nomalized prediction distribution
errors ( MPDE), () distribution of the weighted residual errors and
(g] visual predictive check (VPC) plot

Simulations and probability of torget attminment

Maonte Carlo simulations were conducted using data from 2000
patients by using the Monte Carlo simulator within Pmetrics. For
simulations, a semiparametric sampling method available in
Pmetrics [17,18] was used The final model consisted of 11 support
points; each point was a set of model parameter values and the
probability of these values to predict observed fosfomycin con-
centrations in the population. Each support point then served as
the mean for a multivariate normal distribution, weighted by the
probability of the point, with covariance equal to the covarance
matrix of the full model divided by the number of points (ie. 11}
The semiparametric sampling from this weighted, multivariate,
multimodal normmal distribution was used to generate a nowel
population of 2000 parameter sets. For the VPC fosformycin regi-
mens of 4 g every 6 hours (dosage used in the FOREST clinical trial
for patients with Cr0 =40 mL/min} and 4 g every 12 hours for
patients with renal impaiment {CrCl 20—$0 mL/min] were simu-
lated. For the probability of pharmacodynamic target attainment
(PTA) analysis, fosformycin regimens of 4 g every 6 hours and & g
every B hours {mutant prevention dosage observed in a hollow fi-
ber infection model and also the maximum dosage approved by the
Spanish Agency of Medicines and Medical Devices for parenteral
fosfomydn) were analysed |5,14,19]. The PFTA was assessed over a
mange of MICs between 0,125 and 1024 mg/L in doubling dilutons,
The pharmacodynamic indices targeted for efficacy were obtained
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from Lepak et al. [12 ] for E coli (ie. FALG 24/MIC of 19.3 for static
effect and fAUG; 24/MIC of 87.5 for decreasing the bacterial burden
by 1 log). The pharmacodynamic indices targeted for resistance
suppression (ie. fAUC 24/MIC of 3136) were obtained from our
previous work. Protein binding is negligible for fosfomydn and was
ignored in these aloulations [20].

Results
Patients

The demographic and clinical characteristics of the patients are
shown in Table 1. All patients received a dose of 4 g of fosformycin
every 6 hours (1-hour infusion ), eccept for four patients with Cr0
20 to 40 mL/min, who received 4 g every 12 hours.

Atotal of 64 plasma samples were collected over a single dosing
interval at steady state (day 2 or 3 after starting fosfomydn treat-
ment) from 16 enrolled patients. Mone of the determinations was
below the limit of qguantificaton

Pharmacokinetics and mathematical model

The mean (50 maximum fosfomydn plasma concentration
[ Cnax ) for patients at steady state was 422 6 mg L (186.8 mg/L). The
comparison between the variability observed in Cp,, concentra-
tions between the curent study and other previous fosformycin
phamaomkinetic studies is shown in Fig. 1. The mean (5D) area
under the curve (fALC) for the first 24 hours, estimated using the
posterior esimates from each patient, was 521508 mgh/L
(197227 mg"h/L}. The fosfomycin concentrabion—time data were
best described by a two-compartment linear model, which was
assodated with a significant redudtion in the log likelihood value
(ILD)} compared to the one-compartment model (LID = 132,
p < 0L05). A linear model using CrQ best described drug clearance
(CL). Indusion of this covariate with an intercept reduced the log
likelihood value by 13 points (p < 001 ). The incorporaton of
weight, age, sex or body mass index did not improve the model fit.
The following final structural model was fitted to the data:

Tahle 1
Haseline patient characteristics of 16 patients with urinary tract baceraemia due to
oo tid rug-res istamt Escherichia aoli

Variahle Value
Male gender AG(S63T)
Age (years | median (ramge) GRS (63-HT)
Body mass index =25 kg fm? 13(81.258)
Cnd {milfmin | median {ramge) TS (30498 6)
MicCabe index 1 (G.3L)
Comaortidities
Diabetes mellitus AG(S63T)
Chronic pulmaonary diseass 2A&{125%)
Camaer 2AG(125T)
\Cirmomu i ty= anquined hacier 2=mia GAG(Sh3IT)
ESHL-producing E aoli 16 (EYL)
MIC of fosformycin
05 megfL 1
1 megfL ]
2 megfL 2
4 mgfL 1
8 migfL 2
16 mg L. 2
Outen e
Early clinical respanse (day 5) 1314 (@2 8EY
Earty miicrobialo gic respaonss (day 5) 1314 @2 86x)
Micro bia bogic cure 1314 @2 86x)
Crl], creatinine clearance; ESHL, extend ed-spedrum f-lactamase; MIC, min mum
imhibiiory conceniration.

"Twe values were misssd

¥y _ poq. _ fintercept + slope x Crd
> R(1) ( T
b xz

]:-:Jﬁ—kq.:r:.]ﬁ + ke

X,
ﬁ:k,_-p?..lh —kiu-*:xz

where ¥; and ¥z are the amounts of fosformycin (in milligrams) in
the central compartment and peripheral compartment respec-
twely. R{1} is the infusion rate of fosfomycin into central
compartment. The renal clearance of fosfomycin is lineady repre-
sented with intercept and slope as parameters and CrCl as covari-
ate. Kgp and Kpe are the first-order intercompartmental rate
constants.

Final populaton pharmacokinetic pammeter estimates ame
shown in Table 2.

For the final model, the population and individual observed vs.
predicted plots of the final model are shown in Fig. 2. NPDE results
() plot and histogram)] are summarized graphically in
Supplementary Fg. 51. The weighted residual emor distributions
are shown in Supplementary Fig. 52. Both NPDEs (p 0.599 in the
Shapim-Wilk normality test), the weighted residual error distri-
butions and VPC plots (Fig. 3) suggest that the fit of the model to the
data was acceptable. The 11 calculated support points and the
covariance matrix in the lower triangular form are shown in
Supplementary Tables 51 and 52, respectively

Monte Carlp simulotions and probability of tmrget aitminment

The PTA results for 4 g every 6 hours and & g every 8 hours as 60-
minute infusions are displayed in Fig. 4. Monte Carlo simulatons
and PTA analysis showed mild improvement by increasing fosfo-
mydn dosing (4 g every & hours ve 8 g every B hours). FTAof93 9%
(4 gevery & hours) and 98 2% (B gevery B hours) were achieved for
both dosages using a phamacodynamic target for bacteriostatic
effect (Le. FALC. 2a/MIC of 19.3 ] for MIC = 128 mg/L Alternatively,
using a pharmacodynamic target for 1-log deaease (e, FAUG oaf
MIC of 87.5), FTA of 89.3% (4 gevery 6 hours) and 961% (B gevery
& hours) were observed for MIC = 32 mg/ Lfor both dosages. Setting
a target for resistance suppression (Le. fAUG, 54/MIC of 3136) an
optimal FTA was reached for MIC of 1 mg/L, 83.2% (4 g every
6 hours) and 93 4% (8 g every 8 hours).

Fallowing EUCAST (32 mg/L) and CLS (64 mg(L) susceptibility
breakpoints, the FTA were 89% to 965% and 33X to 54% respectively
for decreasing 1-log bacterial burden However, a FTA of O was
ohserved for hacterial resistance suppression for any of the simu-
lated doses (4 g every 6 hours or & gevery 8 hours ), imespedctive of
the susceptibility breakpoints that were used

i scussion

The global threat of multidrug-resistant bacteria, together with
the paucity of new active antimicrobial agents, has genemted
renewed interest in old drugs such as fosfomydn The World Health
Organization has included fosfomycin in ‘Group 3 —Reserve Group
Antibiotics’ [21]. This group includes antibiotics that should be
reserved as optons of last resort. Such agents should be widdy
accessible, but their use should be tailored to highly spedfic pa-
Hents and settings when all alternatives have failed (eg. serious,
life-threatening infecions due to multidrug-resistant bacterial
Howeever, as a result of lack of dinical interest in fos formycin in the
past decades, many questions regarding the pharmacokinetics and
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Fig-1. Varability observed in fosfomycin conaentrations with respect to other pharmacokinetic studies. [ A) Mean (+stand ad devi abion ) masamal plasma fesfomyd n aneentrato ns

{ Corue)) and (B} mesdhian (#range) trough fosfomydn plasma conenration (Cmn )

Table 2

Final population pharmacokinetic parameier estimates for % patienis with
bacteremic urinary trad infedion @used by mulbidrug-redstant Escherichia coli
treated with fos fomcin

Parammster Mzam o v Msd iam
Drug clearan<e, CL (Ljh) 2430 1643 G736 228
L = | inbencept 4 {Creati nine
clearance = shope|
Imtercept (L) 1.129 117 410 0760
Elape a7 0157 SH005 02e8
m'bcrmm"nrhmml transfer rate mmstants
K th™) 2275 12908 155983 0240
Kacth™') 65419 29201 44636 RILGI2

£D, standard deviation; OV, cosfficient of variation; (L, drug clearance; Kop and
Kp< are intercompar tmental transfer rate constants.

pharmacodynamics of this drug, and therefore appropriate dosing,
remain unanswered

One of the main findings of the present work is the high vari-
ability observed in fosfomydn concentrations observed in patients
with BUTI, who were mostly not critically ill compared to other
previously published data from healthy subjects and also from
non—critically ill patents, using higher dosages (8 g every 8 hours )
|9,22,23] For example, a mean Cp,, of 4226 mg/L (mean
Crd = 70,4 mL/min} was observed in our study, similar tothose in

Sapermann et al. [2Z] (mean Cmax of 446 mgll, mean
0l =704 mLUmin]} or Wenzler etal. |23 ] (mean Cmaeof 370 mg/L,
mean Crd = 1396 mLimin]). Also, the median trough fosfomycin
plasma concentration (Cmin) observed in our patients (178.7 mg(L;
mnge, 106.11-246.93 mg(L) is closer to that observed by Parker
et al. [10] in critically ill patients, which was 250 mg/L (range,
T6—684 mg/L) at steady state. This could be explained in part by the
mrenal impairment observed in our' population, which affects fos-
fomycin pharmacokinetics (ie. Or0 median of 705 which is
slightly higher than 59 mL/min observed in Parker et al). Thus
variaions in the Cr0 could partially explain the differences
ohserved with respect to healthy subjects 23] On the basis of these
ohservations, patients treated with fosfomydn would benefit from
dose individualization based on O] to avoid under- or overdosing,
thus reducing the chance of thempeutic failure or todcity.
Studies by Lepak et al. | 12] and Docobo-Perez et al |5 | provided
pharmacodynamic targets for fosfomycn and enabled our Monte
Carlo simulation and PTA calculation These analyses raised several
points that deserve emphasis. An inoease in the fosfomycin
dosage, from 4 g every 6 hours (16 g perday) to 8 g every B hours
(24 g per day, which is the maximum dosage approved by the
Spanish Agency of Medidnes and Medical Devices), only slightly
improves the FTA [19]. This is of key importance because a reduc-
ton of 8 g of fosfomydn per day means a redudion of 256 g of
sodium (every gram contains 0.32 g of sodium) [19], redudng the

= B
o (b) "
‘ZI & .
a ’
i £
= w 0
= .
0y
s .-
1 A
1e- u
: 5, %%
3 % &
£ :Pq:, Qg ———— el =
# 1 o ] o= 138 BT 211w B Emr=5. F BN -T dm 105
é 7 - T =0THE(FRLCT 0180 L) o= | G LE w1 )
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Fig. 2 (A} Flot of populaton prediced mnosmrations vs. olserved conoemrations. (B) Plot of ind vidual prediced cnaentrations vs otserved mnoemtratans (whens data pre
senied on both x and y-ames are coneen trations in malligrams per Ber). Continoous line repesents regression line; broken line, line of i demtity
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risk of adverse events, incuding hypocalcaemia, bradycardia or
even heart failure [23.24], which may be particularly relevant for
hospitalized patients.

An appraisal of the current susceptibility breakpoints for fos-
fomycin set by EUCAST and CLSI using the pharmacodynamic an-
alyses reveals that efficacy would be better related to EUCAST
breakpoints (i.e. susceptible <32 mgjL, resistant >32 mg/L) rather
than CLSI breakpoints (ie. susceptible <64 mg/L, resistant
=256 mg/L) [25,26]. However, from the perspective of bacterial
resistance suppression, all breakpoints are likely too high. It is also
important to note that a number of factors may contribute to the
appearance or selection of fosfomydn-resistant subpopulations,
such as the mutational status of the bacterial strain (Le hyper-
mutator phenotype), the presence of high bacterial burden or the
existence of low-resistant mutations that may facilitate the selec-
tion of highly resistant mutants [27-29].

There are several limitations of the present study. The sample
size was not sufficient to measure the impact of different drug
exposures on dinical outcomes. The dosage of 8 g every 8 hours
has been generated from the mathematical model assuming a
linear pharmacokinetic of fosfomycin Also, the VPC showed some
underprediction in the group provided with 4 g every 12 hours.
Given the low renal function in this subset of patients (n = 4) and
the relatively small cohort of 16 patients, this may also affect the
ability of the model to identify other rlevant covariates.
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Moreover, the pharmacodynamic targets for efficacy purposed by
Lepak et al. [12] in the neutropenic murine thigh infection model
and our suggested target for resistance prevention observed in
the hollow fiber infection model may underestimate the efficacy
of fosfomydn for immunocompetent patients and have not been
=0 far validated by other studies. The neutropenic murine thigh
infection model evaluated the microbiologic efficacy only during
the first 24 hours. However, different studies using hollow fiber
infecion models have shown micobiologic failures ooourring
later as a result of the selection of subpopulations with reduced
susceptibility or appeamnce of resistant mutants |530]. This
suggests that the pharmacodynamic targets that drive the efficacy
of fosfomycin in complex infections may need to consider
suppression-resistant mutants, which are often not considered in
the setting of breakpoints |5). Fnally, the existing controversy
about how to perform and interpret fosformycin susceptibility
tests could hinder the use of MIC as a reliable measure of potency
[28.29]

In conclusion, fosformycin concentrations are highly variable and
depend to some extent on the degree of renal dysfuncion, even for
non—critically ill patients. A regimen of 4 g every 6 hours or 8 g
every 8 hours appears effective for the treatment of non—critically
ill patients with bacteraemic urinary infection caused by
multidrug-resistant E coli However, these regimens may still not
be suitable (as monotherapy) for critically ill patients with a high
bacterial burden where the emergence of drug resistance is likely to
oocur. Higher dosages may inrease the pmhability of toxicity but
would not be expected to significantly increase efficacy. Our study
suggests that revision of both EUCAST and (LS1 breakpoints may be
required for some clinical contexts and patient subgroups. Fnally,
all these results must be pmspectively walidated with further
pharmacokinetic and dinical outcome data.
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Anexo Vicente Merino Bohdrquez

‘JU“]H U.E HHDH.LU[]H CONGEIERLA DE IGUALDAD, SALUD Y POLTICAS SOLCIALES

Dreccicn General de Calldac, investigacian, Desarralle e Innowacion
Comité Coorclnacor de Stioa de [a Investigackan Blomedica de Andalucia

El procedimiento para obtener el consentimiento informado v el plan de reclutamiento

de sujetos previstos son adecuados, asi como las compensaciones previstas para
los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el ensayo.

La capacidad del investigadorfa y sus colaboradores y las instalaciones y medios
disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

El alcance de las compensaciones economicas previstas no interfiere con el respeto
a los postulados éticos.

Por tanto, actuando como comité de referencia, y habiendo tenido en cuenta las
aportaciones de los CEICs implicados, acepta gue dicho ensayo clinico sea realizado
en los centros siguientes por los investigadores/as principales que se relacionan a
continuacion:

Centrs Miveslgadona CE:
=] SP =
gg:;;ALEMO HOSPITALARIO REGIONAL REINA Clara Matera Elndelan CEl da Cardaba
COWPLELD HOSETALRRID REGIONAL VIRGEN TET Hosaital Universians irgen
lzcamems _ Jesis Rodriguez Bafio Macarens
HOSETTAL UNIVERETAR] DE BELLVITGE Evelyn Shaw Feria CEIC Hoeo. Univ. Bevitge
HCIEF".E. UnlversRaro de Temassa Anna San Gl Bairu, CEIC Hosp, Univ. Terassa
[akE] de Craces clena beredanmua 51 ] [=4 E o2 cuskadl
H. 1. de taran Canana L. Weqnin Wiguel ANgel Cardenas Santana CEIC Dr. Megin
HOSETTAL CLNICD UNIVERSTARIC VIRGENDE LA |, - " .
ARRIXACE Allcia Hemandsz Tomes CEI Virgen e 1a Amlxaca
HOSETTAL URIVEREITARID 12 OE OCTUBRE 105 Tiaga Sequeira Lopes Da Siva |GEIGC 12 08 oolibie
HCIEF".E. de |3 Santa Creu | San Pau "|'|r§|nl\3 Pomiar CEIC g2 la Santa Creul Sant Pau
Hospital Roya VIkanowa Rosa Mara Martinez Alvarez CEIC o2 Ar n
Eﬁé 5|:E,.E! uﬁﬁ ETENCIAL SUN ESPASES Tluna Borrel Sole CEC Mes H:a Eare
FSETTAL URTVEReITART VALL ['HEERH e Pigrad Serallach TR Val dHeben
= e EauT T
HOSPITAL UNIVERSITARIC DE BURGOS Carios Duefias Guliames g;’i Area g2 Salud g Burgos y
HOGETTAL DE LA MARINA BAIRA DT LA VILA - TEIC Hosolal General Unhersians
JOIOSA Concepcion Amadar Prous de Alcante
HOGETTAL UNIVEREITAR] ARNAL DE VILANGVA DT , ~ TEIC Hosoltal Universian Aman 02
LLEIDA Femanda Barcenila Gata Vilanova de Lieida
N [=4 red 4 - HoED! Filvers I
- o Bint 3
HOSPITAL RAMON Y CAJAL Vicents Pintado Garcia “mzﬂ:rzy i G =
e = TR T
HOSPITAL UNIVERSITARIO CENTRAL DE ASTURIAS |Ana M® Flefies Gutiames g::m”::' # Imvestigacion Liinica
HOSETTAL UNIVERGSTARID MARGUES OE TomItE Eco de Invesigacion CImca
WALDECILLA Luis Maninez Martinez de Cantaoria
HOSETTAL DEL WAR W= Lilsa Sorll Redo TEIC Par: 08 Sali Mar
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE CAMARIAS Miguel Angel Cardenes Santana g;'_:if:; Hosphial Universitano de
HOGSETTAL UNIVEREITARI| FOLITEGHIC LA FE Wiguel Salaven Lie CEIC Hosoltal Universians La Fe
OSETTAL GENERAL UNTVERSITARTD D ALICANTE :sp'ﬂ_ﬂﬂ'l__earza = 0 TUeas TER: Foeo. Univ. O Allcane

ANTONIO VEthZG!LIEZ' MARTINEZ COMO SECRETARIO/A DEL COMITE
COORDINADOR DE ETICA DE LA INVESTIGACION BIOMEDICA DE
ANDALUCIA

CERTIFICA

Que este Comité ha ponderado y evaluado en sesion celebrada el veinticuatro de
junio de dos mil catorce ACTA 06/14, v a propuesta del promotor FISEVI-F.P.

Coadigo Seguro De Verficacion: BCRES 1aKhETE spp0XLaii Q= [ Feema | zimvema
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Firmado Por Antonio Velazguaz Martinez
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Vicente Merino Bohorquez Anexo

‘JU"]H U.E HHDH‘.L“ []H CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALLD Y POLITICAS SOCIALES

Directlcn General de Calldac, investigackin, Desarrolle: & Innovacdon
Comté Coorclnacor de Stica de Ffa investigackan Blomedica ce Andalucia

ANDALUZA PARA LA GESTION DE LA INVEST. EN SALUD EN SEVILLA de
maodificacion relevante al Ensayo Clinico con cddigo de protocolo del promotor
FOREST y nimero de EudraCT 2013-002922-21 titulado:

Ensayo clinico aleatorizado, multicéntrico, abierto, controlado, en fase I, para
evaluar la eficacia de fosfomicina vs meropenem en el tratamiento dirigido de
la infeccidén urinaria bacteriémica por Escherichia coli productor de
betalactamasas de espectro extendido (ELEE)

AMPLIACION DE CENTROS:

* HOSPITAL UNIWVERSITARIO DE BURGDS

" HOSPITAL DE LA MARINA BAIXA DE LA VILA JOICSA

* HOSPITAL UNIVERSITARI ARNAL DE VILANOVA DE LLEIDA
" HOSPITAL RAMON ¥ CAJAL

* HOSPITAL UNIVERSITARIO CENTRAL DE ASTURIAS

" HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA

* HOSPITAL DEL MAR

* HOSPITAL UNIWVERSITARIO DE CANARIAS

* HOSPITAL UNIVERSITAR] | POLITECHIC LA FE

CAMEBID DE INVESTIGADOR PRINCIPAL:

* HOSPITAL GEMERAL UNIVERSITARIO DE ALICANTE
Que a dicha sesion asistieron los siguientes integrantes del Comité:

r. D. Demeirio Mariano Aguayo (Presidente. Megicna Imterna, Hosp. Juan Ramén Jimeénez. Huslva, HUELVA)
r. D. Anfonio Velazquez [Secretario. Med. Prav. y S.P. Consejeria de 1.5.yP.5. Sevilla. SEVILLA)

r. . Femando Anbinez [Viceprasidentz. Med. Prev. y 5.P. Delegacion Terriorial de 1.5.yP.2. Granada. GRAMADA)

. 0. Jalme Torehs (Vocal. Farmacoiogla Clinka. Hosp. Univ. Virgen del Roclo, Sevila. SEVILLA}

r. D. José Marla Villagran {Vocal. Pelquiatria. HOSPITAL DE ESPECIALIDADES DE JEREZ DE LA FRONTERA. CADIZ)
Sra. D Macarena Ancheslz (Vocal. Pediatria. Hosp. Univ. Virgen del Roslo. Sevilla. SEVILLA)

Sra. D° Calla Castilo (Vocal. Leda. en Derecho. Hosp. Tomecardenas. Ameria. ALMERIA)}

Sr. D Encamacitn Blance (Vocal. Famacologla Clinica, Universidad de Malaga. MALAGA)

Sra. D” Isabel Garcla (Vocal, Onepiogla Radioterapica. Hosp. Regional Univ. de Malaga. MALAGA)

r. D. Franciseo Miguel Bomblilar (Vocal. Dr. en Derecho. Universidad de Granada. GRANADA)

Sr. D. Enigue Raya [Vocal. Reumatologia. Hosp. Univ. San Cecllo. Granada. GRANADA)

Sra. D Marla Victoria Casas {Vocal. Loda. en Derecho. Conssjeria de LS.y P.5. Sevila, SEVILLA)

Sra. D Mirlam Celdran (Vocal. Universidad ge Granada [Mellla). MALAGA)

Sr. D. Alerio Deigado (Vocal. Radifanmaca. Hosp. Reglonal Univ. de Malaga. MALAGA)

[ R ]

5]
s

Que dicho Comité esta constituido v actia de acuerdo con la normativa vigente v las
directrices de la Conferencia Internacional de Buena Practica Clinica

Cesigo Seguro De Vertficacion: ECRE51aKbETS sppOXLavigen [ Fecha | z1m7emia
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