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RESUMEN

Se efectud un estudio farmacodindmico caracterizando el accionar de cefquinoma, una
cefalosporina de cuarta generacidn, frente a cepas autdctonas de Staphylococcus aureus
aisladas de muestras de leche de vacas afectadas por mastitis. La CIM de cefquinoma para
las cepas aisladas fue de entre 0,512 y 1,024 pg/mL. La acidificacion del medio de cultivo
hasta alcanzar un pH de 6,5 o 5,5 no introdujo modificaciones en el valor de CIM, en
tanto que la incorporacién de suero bovino al caldo de cultivo en proporcién 50:50
determind un descenso del 50% en el valor de la CIM. A través de la construccién de
curvas de crecimiento y muerte bacteriana se evidencié que la magnitud del desarrollo
bacteriano fue similar en los tres valores de pH ensayados, constatindose ademas que la
cinética de muerte era tiempo dependiente, no observiandose diferencias en eficacia al
emplear concentraciones cuatro veces por encima de la CIM. También empleando las
curvas de crecimiento y muerte se constaté que la eficacia de cefquinoma en medio de
cultivo al que se le incorporaba suero bovino en cada una de las concentraciones
ensayadas era superior a lo observado en medio de cultivo solo. Por otra parte, los estudios
de persistencia demostraron que el efecto pos antibiético (EPA) de cefquinoma sobre las
cepas de S. aureus fue de corta duracion (0,49 £ 0,39 horas), en tanto que el EPA sub-CIM
inducido por la re exposicion de las bacterias a una concentracion equivalente a 0,25 x CIM

present6 valores de 3,50 + 0,52 horas.

Palabras claves:

Cefquinoma - Farmacodinamia - Staphylococcus aureus - Mastitis - CIM - EPA - EPA Sub-CIM
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SUMMARY

A pharmacodynamic study was carried out to describe the action of cefquinome, a fourth
generation cephalosporin, against Staphylococcus aureus local strains isolated from milk
samples of cows affected by mastitis. The MIC of cefquinome was between 0,512 and
1,024 pg/mL. These values were not modified at pH values of 6,5 and 5,5, while the
presence of bovine serum in 50:50 proportion, decreased the MIC values at the half of the
initial ones. Through the construction of growth and kill curves was shown that the
magnitude of the bacterial development was similar at the three-pH values tested, also
confirming a time dependent kill kinetics. Besides, by time-kill curves assays, was
determined that efficacy of different concentrations of cefquinome in presence of bovine
serum was greater than that observed in standard culture medium. On the other hand,
persistence studies showed that the post-antibiotic effect (PAE) of cefquinome on S.
aureus strains was short (0,49 + 0,39 hours), while the sub-MIC PAE was of 3,50 + 0,52

hours.

Keywords:

Cefquinome - Pharmacodynamic - Staphylococcus aureus - Mastitis - MIC - PAE - PAE Sub-MIC
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L- INTRODUCCION
L.1.- Reseiia de la problematica

La mastitis bovina es uno de los problemas mas importantes de la produccion
lechera, ocasionando enormes pérdidas econdmicas a nivel mundial y en especial en las

regiones con produccién intensiva (Hogeveen y col., 2011; Guimaraes y col., 2017).

Si bien los programas efectivos y econdmicos para el control de la mastitis bovina
se basan fundamentalmente en la prevencion, la intervencion terapéutica es una parte
importante del programa de control de este cuadro clinico infeccioso. Por otra parte, a
pesar de que en la actualidad el profesional veterinario dispone de un verdadero arsenal
terapéutico, las infecciones recidivantes provocadas por Staphylococcus aureus generan
dificiles problemas sanitarios, obligando a un replanteo de las estrategias terapéuticas, a
través de un exhaustivo estudio de la biologia del microorganismo patégeno y de la

farmacodinamia del agente antimicrobiano seleccionado.

Al respecto, el principal criterio de base cientifica empleado para seleccionar al
agente antibacteriano es la susceptibilidad del microorganismo al formaco en cuestién, lo
cual se efectia a través de la determinacién de la concentracién inhibitoria minima (CIM),

ya que los patrones de susceptibilidad pueden variar no solamente de acuerdo con la regién

geogrifica, sino también de un rodeo a otro (Hinckley y col., 1985; Hossain y col., 2017).-

Si bien no se puede negar la utilidad de conocer la CIM, éste es un pardmetro
farmacodindmico estdtico, que provee limitada informacién acerca de la actividad del
agente antibacteriano, ya que no aporta datos respecto de la velocidad de la actividad
bactericida, asi como tampoco sobre la persistencia de la actividad luego que la
exposicién del microorganismo al antibiético ha disminuido o incluso cesado (Craig,
1998). Por otra parte, se debe tener en cuenta que la CIM se determina in vitro, y no en el
entorno en el que las bacterias crecen in vivo, ya sea, sangre, fluido extracelular, orina,
leche, o en presencia de exudado o detritos. El pH y el tenor de oxigeno del ambiente son
también importantes, en particular, en localizaciones anatémicas especificas, tales como

glandula mamaria o tracto urinario, al igual que el efecto de cuadros patoldgicos y el
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estatus inmunoldgico del paciente (Ziv y Rasmussen, 1975; Verklin y Mandell, 1977;
Strausbaugh y Sande, 1978; Luscombe y Nicholls, 1988; Veiga y Paiva, 2018).

Con el fin de utilizar una herramienta que permita maximizar la eficacia de los
antimicrobianos, desde hace unos afios se postula el empleo de modelos in vitro que se
sustentan en un indicador dindmico, como lo es la construccion de curvas de crecimiento
y muerte bacteriana, donde a través de la exposicion de los microorganismos a diferentes
concentraciones del antibiético se toman muestras a distintos tiempos durante un periodo
pre establecido y se determina la cantidad de bacterias en cada muestra. Sobre la base de
este modelo se pueden incluir una serie de variantes que ofrecen una dimensién mas
amplia y adaptada a la realidad in vivo como es la determinacion de los efectos de

persistencia (Onufrak y col., 2016).

Una de las alternativas terapéuticas actualmente empleada a campo es la
cefquinoma, una cefalosporina de cuarta generacién aprobada para el uso en bovinos para
el tratamiento de infecciones respiratorias causadas por Pasteurella multocida y
Mannheimia haemolytica, dermatitis digital y mastitis aguda (Papich, 2016). Esta ltima
indicacién terapéutica y la falta de estudios farmacodindmicos evaluando la actividad de
cefquinoma frente a cepas de S. aureus, son las razones que han motivado al desarrollo

de este proyecto de tesis.

L.2.- Objetivos
Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es caracterizar el comportamiento
farmacodindmico de cefquinoma frente a cepas autéctonas de S. aureus empleando

modelos in vitro.

Objetivos Especificos

Para lograr este objetivo general se establecieron los siguientes objetivos
especificos:
- Evaluar el efecto del pH y la incorporacién de suero bovino en el medio de cultivo

sobre la CIM de cefquinoma frente a cepas de S. aureus.
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- Caracterizar la eficacia antibacteriana de cefquinoma en funcién de la concentracion
farmacoldgica, las variaciones en el pH del medio y la incorporacién de suero bovino a

través de la construccion de curvas de muerte bacteriana.

- Evaluar los efectos de persistencia antibacteriana de cefquinoma mediante el empleo
de modelos in vitro para estimar el efecto post antibiético (EPA) y efecto post antibidtico

_ sub CIM (EPA sub-CIM).

L.3.- Hipotesis de trabajo

- La adecuacién del pH del medio de cultivo a valores similares a los encontrados en la
leche bovina no modificaria el valor de la CIM ni el perfil de las curvas de crecimiento y
muerte bacteriana de cepas de S. aureus frente a cefquinoma por tratarse de una molécula

zwitterionica.

- Al ser cefquinoma un antimicrobiano perteneciente al grupo de los betalactdmicos, ésta
tendria un accionar tiempo dependiente con bajo efecto de persistencia frente a cepas de

S. aureus.

- La actividad bactericida intrinseca del suero bovino potenciaria el accionar

antimicrobiano de cefquinoma frente a cepas de S. aureus.
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IL1.- TERAPEUTICA DE ANTIMICROBIANOS
I1.1.1.- Introduccién

El principal indicador del cual se vale el clinico veterinario al momento de
establecer el régimen posoldgico para un antimicrobiano es el conocimiento de la CIM, a
la cual podemos definir como la concentracién més baja de antimicrobiano que inhibe el

crecimiento visible de un inéculo bacteriano de concentracién conocida (CLSI, 2015).

No obstante, el éxito de la terapia antimicrobiana no depende solamente del
conocimiento de la CIM, sino que estd condicionado por las interacciones que se
desarrollan entre el medicamento, el agente infeccioso y la respuesta inmunolégica del
hospedador. La complejidad de estas interacciones es tal, que, si alguno de estos
componentes no es tenido en consideracion, el tratamiento puede fracasar, e incluso pueden
aparecer microorganismos resistentes, de alli la necesidad de contemplarlas al momento de

establecer la posologia (Craig, 1998; Anuforom y col.; 2014; Gjini y Brito, 2016).

En el inicio de la era de los antibidticos se sugirié que el éxito de la terapéutica
radicaba en que la concentracién plasmadtica de antimicrobianos, como sulfonamidas y
penicilina, debia mantenerse por encima de la CIM durante todo el intervalo de
dosificacién (Tilett y col., 1944). Sin embargo, a finales de la década del cuarenta y
principio del cincuenta, se plantearon dudas sobre la necesidad de administrarlos
mediante infusiones continuas y, comienza a postularse la administracién intermitente,
con intervalos de dosificacion relativamente largos (Altemier, 1948; Eagle y col., 1953),
sustentdndose esta practica en la demora que los microorganismos presentaban en
reiniciar el crecimiento durante el tiempo en que continuaban expuestos a concentraciones

inferiores a la CIM.

Sin embargo, a pesar de que llevamos mas de 70 afios empleando antimicrobianos,
los esquemas de dosis 6ptimos atin no estdn completamente dilucidados. La seleccion de
una determinada dosis de antibidtico ha tenido siempre mucho mds que ver con la
tolerancia al mismo, que con la sensibilidad del patégeno al farmaco (Soriano, 2002;

Ziesch y Kromker, 2016).
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Con el fin de utilizar una herramienta que permita facilmente ajustar la dosis y la
frecuencia de administracion de los antibi6ticos, para asi maximizar la eficacia de los mismos,
desde hace unos afios se postula el empleo de indices farmacocinéticos/farmacodindmicos

(PK/PD) predictores de eficacia.

I1.1.2.- Integracion Farmacocinética/Farmacodinamia

Tal vez la consideracién mas importante a tener en cuenta al momento de
determinar los pardmetros farmacocinéticos que se empleardn en los estudios PK/PD, es
establecer donde se mediran las concentraciones del firmaco. Dado que el antimicrobiano
debe alcanzar el sitio en donde se localizan las bacterias que se desean controlar, se
presume que lo mds conveniente serfa conocer las concentraciones tisulares o celulares
del farmaco en cuestién. Sin embargo, dado la dificultad para determinarlas, se asume
que las concentraciones plasmadticas reflejan las concentraciones presentes en el sitio
donde se localizan las bacterias, llegando éstas a ser buenas predictoras de eficacia clinica
en la mayoria de las infecciones tisulares (Schentag, 1989; Toutain y col., 2002, Onufrak

y col., 2016, Visser, 2018).

Esta circunstancia se explica por el hecho que, en la mayoria de los tejidos, el
farmaco no unido a proteinas difunde libremente hacia el fluido extravascular, por lo que
el conocimiento de las concentraciones de firmaco no ligado constituye un referente
fiable de las concentraciones tisulares. Dado que sélo la fraccién de farmaco libre es
farmacoldgicamente activa, los pardmetros farmacocinéticos deberian ser corregidos para
reflejar el grado de unién a proteinas. No obstante, por razones de practicidad, hay que
sefialar que la necesidad de discriminar el grado de unién a proteinas plasmadticas solo es
importante en aquellos casos en los que la unién a las mismas es superior al 80%, tal
como acontece con clindamicina, cloxacilina, doxiciclina y las sulfonamidas. De todos
modos, dado que la unién a proteinas es dependiente de la especie animal, no es

conveniente efectuar extrapolaciones entre especies (Onufrak y col., 2016, Visser, 2018).

Por otra parte, cuando existen barreras especificas, sean éstas anatomicas o
patoldgicas, o bien cuando el microrganismo se localiza a nivel intracelular como

acontece con los micoplasmas, seria entonces conveniente contar con los datos de

7
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concentracion tisular (Toutain y col., 2002; Onufrak y col., 2016, Visser, 2018). Incluso,
en algunos casos, seria sumamente ttil conocer en qué medida estos firmacos ingresan a
los lisosomas y fagolisosomas (Tulkens, 1990). Este aspecto es de especial importancia
en el caso de los macrélidos, los cuales tienden a concentrarse a nivel intracelular y, de
hecho, no parece existir una correlacion directa entre las concentraciones plasmaéticas y

la eficacia clinica (Gladue y col., 1989; Nightingale, 1999, Toutain y col., 2016).

Luego de efectuar esta consideracion, podemos concluir que en la definicién de
las relaciones PK/PD, los pardmetros farmacocinéticos més titiles son el area bajo la curva
de concentracion plasmatica obtenida en 24 horas (AUCy-24), la maxima concentracion
plasmatica alcanzada (Cnax) y el tiempo durante el cual las concentraciones plasmaticas
superan un determinado umbral farmacodindmico (t) (McKellar y col., 2004; Mueller y

col., 2004; Toutain y Lees, 2004; Canut Blasco y col., 2015).

Por su parte, existen dos lineamientos farmacodindmicos sobre los que se
fundamentan estas relaciones PK/PD, uno de ellos se basa en pardmetros
farmacodinamicos estéticos, donde la CIM es el principal indicador de eficacia antibidtica
a emplear, aunque algunos modelos también utilizan la concentracion bactericida minima
(CMB), la cual se define como la minima concentracién de un antimicrobiano, que en un
periodo de tiempo predeterminado, es capaz de eliminar in vitro el 99,9% de una
poblacion bacteriana previamente estandarizada (CLSI, 1999). El segundo lineamiento
incluye a aquellos modelos que se basan en un indicador dindmico, como lo es la
construccién de curvas de crecimiento y muerte bacteriana, principalmente a través de la

determinacion del efecto de persistencia del antimicrobiano (Mueller y col., 2004).

Luego de haber aclarado estos conceptos, podemos sefialar que los principales
indices PK/PD predictores de eficacia que se usan en los modelos estaticos son: el tiempo
en el que las concentraciones plasmdticas se mantienen por encima de la CIM (t>CIM),
la relacién entre la Cmax y la CIM (Cimax/CIM) y la relacién entre el AUCp24 y la CIM
(AUCo24/CIM) (Hyatt y col., 1995). Otro indice que puede ser utilizado es el AUIC, que
es la relacion entre el AUC del periodo de tiempo, hasta un maximo de 24 h, en que las

concentraciones plasmdticas se encuentran por encima de la CIM y la CIM
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(AUC>CIM/CIM). De todos modos, hay que sefialar que este indice es mas dificil de
calcular que el AUCy24/CIM, y no representa ninguna ventaja por sobre este dltimo,
incluso, cuando la concentracién plasmatica se mantiene por encima de la CIM durante 24
horas, el AUIC y el AUCyp24/CIM son coincidentes (Mueller y col., 2004). En la figura 1

se observa la representacién de cada uno de estos indices.

- Cmax

7,_:' ] R e CradCIM
T
g -
\= -
-g AUC>CIM ciM
- \ |
= .
£ ;
0 i
[ "
-]
o v
T T T T T T T T
0 6 12 18 24

Tiempo (horas)

Figura 1: Representacion grafica de los principales indices PK/PD

Todos estos modelos presentan cierta covarianza entre Cmax, AUCo-24 y t>CIM.
En otras palabras, al aumentar la mdxima concentracién alcanzada en el plasma también
lo hacen el AUC y el t>CIM. Con el fin de estudiar la relacion entre 1la Cimax y t>CIM se
utiliz6 un modelo animal de infeccién respiratoria. En el mismo, un grupo de terneros fue
infectado experimentalmente con Mannheimia haemolytica y luego tratado con
danofloxacina mediante dos estrategias diferentes. En una de ellas, el antibidtico se
administrd por via intravenosa en bolo a fin de obtener una alta relaciéon Cnax/CIM, en
tanto que el otro grupo fue tratado con la misma dosis de farmaco, pero la aplicacién se
efectud por infusion intravenosa, a fin de obtener un amplio t>CIM. Como la dosis fue la
misma en ambos casos, el AUC fue similar, por lo que el indicador AUC/CIM fue idéntico
en los dos tratamientos. En este estudio se comprobd que una alta relacion Cax/CIM
conferia una mejor respuesta de curacion, tanto clinica como bacterioldgica que el tiempo

t>CIM (Sarasola y col., 2002).

En base a la informacién generada en estos estudios PK/PD, los antimicrobianos

fueron inicialmente clasificados en dos grupos. Por un lado, aquellos cuya actividad es
9
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dependiente del tiempo de exposiciébn del microorganismo (actividad tiempo-
dependiente), y por otra, los que presentan actividad dependiente de la concentracion a la
cual las bacterias son expuestas (actividad concentracién-dependiente) (Craig, 1998).
Dado a que no todos los antimicrobianos se ajustan a este patrén, se ha introducido un
tercer grupo, el cual incluye antibidticos con actividad independiente de la concentracién
y prolongado efecto de persistencia (Craig, 2014; Asin-Prieto y col., 2015; Canut Blasco
y col, 2015). Cabe sefalar que esta clasificacion no s6lo es dependiente del
antimicrobiano, sino también del microorganismo sobre el cual se ha desarrollado el

estudio, por lo que para algunos fairmacos los resultados no son concluyentes.

Para los antibidticos con actividad tiempo-dependiente (betalactdmicos, y algunos
macroélidos), la eficacia estd determinada por el tiempo en que el farmaco est4 en contacto
con las bacterias. Si bien su eficacia antibacteriana aumentard con concentraciones
crecientes hasta alcanzar una eficacia mdxima, ésta generalmente se alcanza con
concentraciones comprendidas entre cuatro a cinco veces la CIM, y a partir de alli,
mayores concentraciones no incrementaran la eficacia (Asin-Prieto y col., 2015; Canut

Blasco y col., 2015).

Por otra parte, es preciso sefialar que ya en el afio 1948 Eagle y Musselman
observaron que cuando indculos de Streptococcus spp. y Staphylococcus spp. eran
expuestos a altas concentraciones de penicilina, la actividad bactericida disminuia en lugar
de mantenerse en su techo médximo, es decir que el nimero de bacterias sobrevivientes se
incrementaba en lugar de permanecer en niveles bajos y estables. A partir de ese momento,
este fendmeno, al cual denominaron “efecto paradojal o de Eagle”, se ha observado para
distintos antimicrobianos y microorganismos; fue descripto para ampicilina frente a S.
Jaecalis (Stille y Uffelman, 1973; Yourassowsky y col.,, 1976), carbenicilina y Proteus
mirabilis (Yourarsowsky y col, 1976), mecillinam y Providencia stuartii (Kerry y col.,
1976), cefotaxime frente a S. aureus y Pseudomonas aeruginosa (Shah y col., 1979) y

también para aminoglucdsidos frente a bacilos gramnegativos (Lorian y col., 1979).

El pardmetro mds apropiado para evaluar la eficacia de los antibidticos con

actividad tiempo-dependiente, es t>CIM, lo cual estd avalado tanto por estudios
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desarrollados in vitro, como asi también empleando modelos animales y estudios de
eficacia clinica en pacientes (Vogelman y col., 1988; Turnidge, 1998; Drusano, 1990;

Gunderson y col., 2001; Craig, 2014; Asin-Prieto y col., 2015; Canut Blasco y col., 2015).

A partir de trabajos desarrollados con animales afectados experimentalmente por
infecciones pulmonares con Klebsiella pneumoniae, luego de una terapia de 24 horas con
cefotaxime, se observo una clara relacién entre la reduccién en el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) y el valor de t>CIM, alcanzdndose la mayor efectividad
cuando los niveles de firmaco en plasma se mantenian por encima de la CIM durante la
mitad del intervalo entre dosis (Craig, 1995). De manera similar, en un modelo in vivo de
infeccidon en muslo de ratones con Streptococcus pneumoniae que fueron tratados con
cefprozil, se observé que la mayor reducciéon de UFC y la mayor tasa de sobrevida se
obtenia también cuando el t>CIM se mantenia durante al menos el 50% del intervalo entre
dosis (Nicolau y col., 2000). El mismo fenémeno se ha observado en pacientes con otitis
media tratada con farmacos betalactdmicos, puesto que nuevamente se evidencié que el
porcentaje de curacién bacterioldgica aument6 aproximadamente de 40 al 80% en la
medida que el t>CIM se incrementaba de 10 al 100% del intervalo de dosificacion (Craig
y Andes, 1996).

De todos modos, cabe sefialar que existen diferencias asociadas al tipo de
microorganismo, respecto al t>CIM que estos necesitan para ser adecuadamente
eliminados, por ejemplo, penicilinas y cefalosporinas requieren un menor t>CIM para ser
eficaces contra estafilococos que contra bacilos gramnegativos y estreptococos. Esto
parece deberse a que el estafilococo es el dnico contra el cual estas drogas exhiben un

prolongado efecto post antibidtico (Gunderson y col., 2001).

En términos generales se acepta que para lograr una tasa de cura bacteriolégica
superior al 85%, el t>CIM debe ser mayor al 40% del intervalo entre dosis (Craig, 1998).
Por su parte otros autores establecen que para los betalactimicos las concentraciones del
farmaco deben mantenerse entre una y cinco veces por encima de la CIM durante el 40 y
el 100% del intervalo entre dosis (Gunderson y col., 2001; Asin-Prieto y col., 2015; Canut
Blasco y col., 2015).
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Si asumimos que t>CIM es el pardmetro PK/PD que permite optimizar la
terapéutica de los betalactdmicos, existen varias estrategias que posibilitan aumentar el
t>CIM. Esto puede conseguirse no solo mediante perfusiéon continua, sino también
empleando agentes con semividas de eliminacién més largas, como el caso de las
formulaciones procainicas o benzatinicas, prolongando asi el intervalo entre dosis, o bien
utilizando farmacos que originen metabolitos activos o administrando inhibidores de la

eliminacién del farmaco, tal el caso del probenecid (Gunderson y col., 2001).

En el caso de los macrdlidos, si bien se ha demostrado que tanto para eritromicina
como claritromicina el mejor indice PK/PD predictor de eficacia frente a infecciones
causadas por S. pneumoniae es t>CIM, no ocurre lo mismo con azitromicina. De todos
modos, hay que tener presente que los macrélidos tienden a concentrarse a nivel tisular,
por lo que no necesariamente la concentracion plasmatica sea un buen indicador de

efectividad clinica (Gunderson y col., 2001, Onufrak y col., 2016).

El segundo grupo de antibidticos, que incluye a los aminoglucésidos, las
fluoroquinolonas y el metronidazol, exhibe un diferente patrén bactericida. En este caso,
la tasa de muerte bacteriana se ve aumentada con concentraciones crecientes del
antibidtico, por lo que el objetivo en este caso es maximizar la concentracién plasmatica
del farmaco. Este grupo se caracteriza ademads por presentar un prolongado efecto post
antibidtico. Los indices PK/PD mads utilizados para predecir la eficacia de estos
compuestos son entonces Cmax/CIM y AUCo.24/CIM (Craig, 2014; Asin-Prieto y col.,
2015; Canut Blasco y col., 2015, Onufrak y col., 2016).

La relacién AUC.24/CIM y la eficacia ha sido demostrada en un modelo murino de
infeccién bacteriana empleando un microorganismo gramnegativo, en el que el tratamiento
con fluoroquinolonas redujo la mortalidad aproximadamente en el 100%, cuando la
relacién AUC.24/CIM era superior a 100 (Craig, 1998). La relacion AUCp24/CIM también
ha demostrado ser un efectivo indicador de cura bacterioldgica en enfermos afectados por
neumonia causada por bacterias gramnegativas que fueron tratados con ciprofloxacina,
ya que se evidencié que cuando la proporcién AUC(24/CIM era superior a 125 se

observaba un 80% de efectividad, en tanto que cuando la relacién era inferior a 125 el

12



Revisién Bibliografica

porcentaje de cura bacterioldgica era de aproximadamente el 50% (Schentag, 2000). Por
su parte, cuando se trat6 de infecciones respiratorias bajas causadas por S. pneumoniae se
observo que se obtenia buena efectividad con el tratamiento a base de fluoroquinolonas

cuando la relacion AUC.24/CIM era superior a 40 (Nicolau, 2003).

La relacién entre Cmax/CIM y el desarrollo de una respuesta clinica favorable
también se ha demostrado en pacientes humanos que padecian infecciones causadas por
bacterias gramnegativas que fueron tratados con antibiéticos aminoglucésidos. Cuando
la relacion Cnao/CIM fue 2, se obtuvo una respuesta clinica favorable en
aproximadamente el 50% de los pacientes, mientras que cuando la relacién fue 12 se
obtuvo una respuesta clinica favorable en aproximadamente el 90% de los individuos

(Moore y col., 1987).

Por su parte, la principal caracteristica de los antimicrobianos incluidos en el
tercer grupo es que, si bien su actividad es independiente de la concentracion, presentan
un prolongado efecto de persistencia. Es por ello que, para tetraciclina, azitromicina y la
asociacién quinupristina/dalfopristina, el indice AUCp24/CIM resulta ser un buen
indicador para predecir eficacia terapéutica. Esto se deberia al efecto post antibidtico que

presentan in vivo (Craig, 2014; Asin-Prieto y col., 2015; Canut Blasco y col., 2015).

En el caso de vancomicina, si bien se ha demostrado que in vitro su actividad es
mayor cuando las concentraciones se mantienen por encima de la CIM durante todo el
intervalo entre dosis (Larsson y col., 1996), en modelos murinos de peritonitis por S.
pneumoniae 'y S. aureus, se ha reportado que tanto t>CIM, Cpax/CIM como AUCy.24/CIM
fueron buenos predictores de eficacia, lo cual sugiere que para este glicopéptido puede
haber una co-dependencia entre el tiempo de exposicién y la concentracién (Knudsen y
col., 2000), razén por la cual se lo incluye en este tercer grupo de antimicrobianos con

actividad independiente de la concentracién y prolongado efecto de persistencia.

La extrapolacion de estos resultados a situaciones clinicas veterinarias se debe hacer
con precaucion ya que los modelos utilizan ratones neutropénicos y pacientes humanos

gravemente enfermos, los cuales también son propensos a ser neutropénicos, por lo que un
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buen indicador PK/PD deberia tener en cuenta el papel que desempefian los mecanismos

defensivos propios de cada paciente (McKellar y col., 2004; Asin-Prieto y col., 2015).

Por otra parte, en la interpretacion de estos indices predictores de eficacia se debe
tener en cuenta que la CIM se determina in vitro, y no en el entorno en el que las bacterias
crecen in vivo, ya sea, sangre, fluido extracelular, orina, leche, o en presencia de exudado
o detritos (Visser, 2018). El pH y el tenor de oxigeno del ambiente son también
importantes, en particular, en localizaciones anatémicas especificas, tales como gldndula
mamaria o tracto urinario, al igual que el efecto de cuadros patolégicos, como ser
inflamacién o presencia de abscesos (Ziv y Rasmussen, 1975; Verklin y Mandell, 1977;

Strausbaugh y Sande, 1978; Luscombe y Nicholls, 1988).

A estos factores debe sumarse el hecho que el cédlculo de la CIM se efectia
generalmente empleando diluciones dobles del antimicrobiano, dejando entre cada
dilucién una “zona de incertidumbre”, y aunque la sensibilidad del método podria
mejorarse empleando diluciones de antibidticos intermedias, esta modificacién no es una
herramienta préictica para implementarla de forma rutinaria (Aliabadi y Lees, 2003;

Aliabadi y col., 2003).

Otro aspecto a tener en cuenta es que la CIM sélo proporciona informacién
descriptiva limitada a la eficacia antibacteriana observada luego de 24 horas de
exposicion de las bacterias a diferentes concentraciones fijas del antibidtico y no brinda
ningun tipo de informacion acerca de la velocidad de eliminacién y de la eficacia absoluta
de cada concentracién de antibidtico expresada como porcentaje de bacterias eliminadas
respecto del tamafio inicial del in6culo. Dado que la determinacién de la CIM depende
del nimero de bacterias presentes en un Unico momento de tiempo, diferentes
combinaciones de tasas de crecimiento y muerte pueden originar un mismo valor de CIM,
y obviamente una diferencia en la cinética de muerte bacteriana tendrd relevancia
terapéutica. De manera similar, la CIM no proporciona ninguna informacién acerca de la
persistencia de la actividad del agente antimicrobiano después que el microorganismo

fuera expuesto al farmaco (Hoffman y Stepensky, 1999; Onufrak y col., 2016).
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Un inconveniente adicional e importante asociado a este pardmetro
farmacodindmico, es que la CIM es calculada a concentraciones constantes del
antimicrobiano, por lo que en realidad se estd determinando un valor umbral de actividad,
e implica la existencia de una respuesta concentracion-efecto del tipo todo o nada. Esto
puede dar lugar a la errénea interpretacién de que todas las concentraciones por debajo
de la CIM son igualmente inefectivas, siendo esta interpretacion simplista e incorrecta,
ya que se ha demostrado que concentraciones ligeramente inferiores a la CIM (sub-CIM)

presentan algun efecto antibacteriano (Mueller y col., 2004; Andersson y Hughes, 2014).

Lo anteriormente citado es sumamente importante, puesto que luego que el
farmaco ingresa al organismo, sus concentraciones no se mantienen constantes a lo largo
del tiempo, sino que fluctian en funcién de los procesos de absorcién, distribucién y

eliminacién (Visser, 2018).

Este tipo de observaciones acerca de la actividad de los antibidticos a
concentraciones sub-CIM no son nuevas. Poco después del descubrimiento de la
penicilina, hubo un informe que describia que bajas concentraciones de penicilina
producian formas filamentosas de bacterias gramnegativas (Gardner, 1940). Lo mismo se
observé en los pacientes tratados con bajas dosis de antibidticos, ya que aparecian
filamentos y otras formas aberrantes de bacterias en la orina, cultivos de sangre y liquido
cefalorraquideo (Lorian y Waluschka, 1972; Midleton y Chemel, 1978). Eagle y
Musselman reportaron una inhibicién temporal del crecimiento de espiroquetas y
estreptococos después de exponerlos in vitro a concentraciones sub-CIM de penicilina

(Eagle y Musselman, 1944; Eagle y Musselman 1948).

Ensayos clinicos desarrollados en la década del cuarenta revelaron resultados
satisfactorios cuando los pacientes con neumonia neumocdcica severa fueron tratados con
penicilina, cuyos niveles séricos apenas si alcanzaban los valores de CIM (Tillett y col.,
1944). En el afio 1943, Rammelkamf y Keefer demostraron que, tras la inyeccién de una
dosis de penicilina, ésta podia destruir los estreptococos, incluso durante los siguientes

25 minutos posteriores a la no deteccion de penicilina en sangre.
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Lorian y Atkinson el afio 1975 reportaron una disminucion en la densidad de los
ribosomas de Salmonella typhimurium expuestos a la mitad del valor de la CIM de
gentamicina. También mostraron que los estafilococos expuestos a un tercio del valor de
la CIM de penicilina incrementaban al doble su tamafio y presentaban gruesas paredes

transversales.

Concentraciones sub-CIM de macrélidos suprimieron la expresion de factores de
virulencia de diferentes cepas de bacterias gramnegativas. Aunque P. aeruginosa
normalmente es altamente resistente a este grupo, se ha demostrado que cuando es
expuesta a concentraciones sub-CIM de eritromicina o claritromicina, ésta disminuye la
sintesis proteica, fendmeno que estarfa asociado a la inhibicién de ciertos factores de
virulencia y a alteraciones de componentes de la superficie de la célula bacteriana, tales
como lipopolisacaridos y proteinas de membrana, con lo cual disminuye la viabilidad de
la bacteria luego de un largo periodo de exposicidn, ademés de sensibilizarla a la actividad

bactericida del suero (Tateda y col., 1993; Tateda y col., 2000).

También hay evidencia de que concentraciones sub-CIM de integrantes de este
grupo producen inhibicién de la expresion de flagelina en cepas de P. aeruginosa y
Proteus mirabilis, la cual es uno de los factores de virulencia de estas especies
bacterianas, desempefiando un importante papel en la formacion inicial de biofilms y en

la motilidad (Kawamura-Sato y col., 2000).

La adhesién de Escherichia coli a la superficie de células eucariotas es mediada
por estructuras proteicas asociadas a la membrana bacteriana. Las concentraciones sub-
CIM de ciprofloxacina, ceftazidima, ampicilina, gentamicina y cotrimoxazole inhiben la
sintesis y la expresiéon de adhesinas sobre la superficie de la pared de esta especie
bacteriana, dando lugar a la formacién de adhesinas afuncionales o al desprendimiento de
las mismas desde la superficie de ésta, interfiriendo asi en la capacidad de los
microorganismos de acoplarse a los receptores de la superficie de la membrana de las

células del hospedador (Vidya y col., 2005).
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También se ha comprobado que concentraciones sub-CIM de dicloxacillina
disminuyen la formaciéon de biofilms, posiblemente por una disminucién en la
hidrofobicidad y en la expresién del exopolisacarido poli-N-acetilglucosamina, que se ha
comprobado desempefia un papel muy importante en la capacidad de formacién de

biofilms por parte de los estafilococos (Cerca y col., 2005).

Se sabe también que concentraciones sub-CIM pueden ejercer un efecto directo

en la virulencia de las bacterias afectando la produccién de diferentes toxinas bacterianas

(Odenholt, 2001).

Ademéds, se ha demostrado que concentraciones subinhibitorias de algunos
antibiéticos modulan la expresién de factores de virulencia en S. aureus, asi, al evaluar
el efecto de concentraciones sub-CIM de cinco farmacos frente a cepas MRS A se observé
que clindamicina y linezolid suprimian consistentemente la expresion de diferentes
factores de virulencia, mientras que tigeciclina suprimi6 especificamente la expresion de
s6lo uno de los factores. Por su parte, daptomicina y vancomicina no tuvieron efectos
significativos en estas concentraciones. Por lo tanto, la eficacia del tratamiento con
antibidticos para las infecciones por S. aureus puede depender no solo de los efectos
bacteriostéticos o bactericidas del antibidtico, sino también de su capacidad para prevenir

la liberacién de factores de virulencia (Otto y col., 2013).

A esto debe sumarse que in vivo el efecto sub-CIM se ve condicionado por la
interaccion con el sistema inmune. En un modelo que empleaba conejos no-neutropénicos
a los que se les implantaban cajas tisulares, se demostr6 que concentraciones de
bencilpenicilina equivalentes a 0,3 x CIM inhibian la multiplicacién de los estreptococos
durante varias horas (Odenholt y col., 1990). Similares resultados se obtuvieron en
ratones, donde se evidencié que concentraciones sub-CIM de ampicilina inhibian el
desarrollo de los estafilococos durante aproximadamente 18 horas (Zak y Kradolfer,
1979). Roosendahl y colaboradores (1986) demostraron, empleando un modelo de
neumonia en ratas, que concentraciones sub-CIM de ceftazidima desarrollaban un efecto
curativo en ratas normales infectadas con Klebsiella pneumoniae, mientras que se

requerian dosis mucho mads altas para lograr la curacién en ratas neutropénicas.
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A fin de poder valorar estos efectos empleando pardmetros PK/PD es donde
cobran importancia los modelos dindmicos basados en curvas de crecimiento y muerte
bacteriana, los cuales permiten evaluar el crecimiento y la muerte tanto en funcién del
tiempo como de la concentracién del antimicrobiano, pudiendo esta dltima mantenerse

constante o fluctuar simulando lo que acontece in vivo.

La tipica curva de muerte bacteriana en funcién del tiempo, se caracteriza por
presentar una fase inicial de latencia, en donde no se producen modificaciones en el
conteo bacteriano, seguida de una fase de muerte, donde la cantidad de bacterias decrece
en forma exponencial. Esta puede ser seguida por una segunda fase de latencia previa a
la fase de regeneracion, a consecuencia del crecimiento de subpoblaciones bacterianas
resistentes. Cabe sefalar que en algunos casos ésta dltima puede presentarse como una

fase estatica cuando los nutrientes del medio se han agotado (Li, 2000).

En un intento por estandarizar la metodologia de valoracién para efectuar
comparaciones entre distintos farmacos, y utilizando estos modelos, el efecto sub-CIM
fue definido con la siguiente ecuacién: Ts - C, donde Ts es el tiempo que tarda un cultivo
de microorganismos tratado con concentraciones sub-CIM de antibiético en incrementar
1 logio el nimero de bacterias viables respecto del logio del conteo de bacterias viables
realizado al momento de incorporar el antibidtico y C es el tiempo correspondiente al

cultivo control (Odenholt, 2001).

También en base a estos modelos podemos determinar el efecto post antibiético
(EPA), al cual se lo define como a la supresién temporal del crecimiento bacteriano, luego
de la exposicion de un indculo a un agente antimicrobiano durante un breve periodo de
tiempo. Para el calculo de la duracién del EPA se utiliza la siguiente ecuacién: EPA=T -
C, donde T es el tiempo que tarda el cultivo de microorganismos tratados en incrementar
el nimero de bacterias viables en 1 logio respecto del logio del conteo de bacterias viables
realizado al momento de haber removido el antibidtico, en tanto que C es el tiempo que

tarda el cultivo control (Odenholt y col., 2001).
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El EPA tiene la dimensién de tiempo (horas) y la duracién del mismo depende de
varios factores tales como: la concentracién del antibidtico, el tiempo durante el cual las
bacterias son expuestas al mismo, la especie bacteriana y eventualmente la cepa y el
agente antibidtico. Se ha demostrado que el EPA es una propiedad que poseen todos los
antibidticos, quienes lo inducen en mayor o menor grado. De esta manera todos los
antibidticos parecen ser capaces de inducir EPA en cocos grampositivos, pero los
betalactimicos inducen un EPA corto o insignificante sobre bacilos gramnegativos con
excepcion de carbapenems sobre P. aeruginosa. Los EPAs de mayor duracién son
inducidos sobre bacterias gramnegativas por aminoglucésidos, fluoroquinolonas y por
antibidticos cuyo mecanismo de accidn es la inhibicién de la sintesis proteica (Onufrak y

col., 2016).

El EPA no solo es un fendmeno observado in vitro, sino que también ha sido
demostrado en diferentes modelos animales y en general, el EPA registrado in vivo es

siempre mayor que el observado in vitro (Odenholt, 2001).

El EPA constituye una de las muchas explicaciones del éxito de los regimenes de
dosificacién discontinuos. Sin embargo, el tiempo en que las concentraciones de
antibidticos estdn por encima de la CIM mads el EPA no suelen cubrir todo el intervalo de
dosis. Cuando se determina el EPA in vitro, las bacterias estdn expuestas al antibiético
durante un periodo de tiempo a una concentracidn constante, seguida de la eliminacién del
mismo por lavado del inéculo. En contraste, en el escenario in vivo, las bacterias se exponen

a concentraciones suprainhibitorias seguidas por niveles subinhibitorios.

Uno de los primeros informes sobre los efectos de las concentraciones sub-CIM en
bacterias previamente expuestas a concentraciones por encima de la MIC, provino de
Tuomanen (1986), quien demostré que en neumococos expuestos a bencilpenicilina a una
concentracion igual a 50 veces la CIM, la reexposicién en concentraciones sub-CIM
prolongaba el tiempo requerido para la regeneracion del microorganismo en comparacién
con los controles expuestos solamente a 50 veces la CIM. En 1989 Odenholt y
colaboradores demostraron que los estreptococos B-hemoliticos en la fase post antibidtica

eran hipersensibles a concentraciones sub-CIM, situacién que no se presentaba en las
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bacterias que previamente no habian sido expuestas a concentraciones suprainhibitorias, no

hallando diferencias entre las curvas de crecimiento de éstas y los controles no expuestos.

Empleando las curvas de crecimiento y muerte bacteriana, el EPA a
concentraciones sub-CIM (EPA sub-CIM) fue definido entonces con la siguiente férmula:
EPA sub-CIM = T, - C, donde T, es el tiempo que tarda un cultivo bacteriano tratado a
concentraciones suprainhibitorias y luego reexpuesto a concentraciones sub-CIM en
incrementar en 1 logio el nimero de bacterias viables respecto del logio del conteo
bacteriano realizado al momento de la dilucién del medio de cultivo, en tanto que C es el

tiempo requerido por el control no expuesto (Odenholt-Tornqgvist y col,, 1991).

En general, se ha encontrado que para aquellas combinaciones antibidtico/bacteria
en las que existe EPA, también se presenta un largo EPA sub-CIM, en tanto que cuando
la combinacién no presenta EPA, tampoco se manifiesta EPA sub-CIM o como el caso
del meropenem frente a P. aeruginosa, el EPA sub-CIM es similar al efecto sub-CIM solo

(Odenholt-Tornqvist, 1993).

La existencia del EPA sub-CIM también se ha demostrado in vivo, de hecho, los
EPA mas largos reportados in vivo en comparaciéon con los resultados in vitro
probablemente puedan explicarse por el EPA sub-CIM, ya que en animales se presentaran
inevitablemente concentraciones sub-CIM luego de las suprainhibitorias (Craig y
Gudmunsson, 1996). Asi, empleando un modelo experimental de meningitis en conejos,
se demostr6 que el EPA de ampicilina frente a S. pneumoniae se debid a las sostenidas
concentraciones sub-CIM (Téuber y col., 1984; Fantin y col., 1991). En experimentos
desarrollados en conejos inmunocompetentes empleando el modelo de implante de cajas
tisulares, se evidenci6 un prolongado EPA sub-CIM cuando los Streptococcus pyogenes
eran expuestos a concentraciones sub-CIM en la fase post antibidtica, ya que el EPA paso
de 1,9 horas a més de 24 horas luego de exponerlos a 0,3 x CIM (Odelholt y col., 1990).
Fantin y colaboradores (1991) demostraron que el EPA de amikacina frente a K.
pneumoniae fue varias veces mayor en ratones con insuficiencia renal respecto a

individuos normales, probablemente debido a la semivida de eliminacién mds prolongada
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de amikacina, lo que determinaria que las bacterias estén expuestas durante méas tiempo

a concentraciones sub-CIM.

El mecanismo implicado en estos efectos no esta claro, pero se ha planteado la
hipétesis, en el caso de los antibidticos betalactdmicos, que cuando las bacterias estan
expuestas a concentraciones suprainhibitorias de un antibidtico, el fairmaco se uniréd
covalentemente a los sitios activos de las proteinas de unién a penicilina (PBP). Cuando
se elimina el exceso de drogas y se expone a la bacteria a concentraciones sub-CIM, es
un hecho que la mayoria de las PBP estardn todavia inactivadas, por lo que sélo se
necesitaria una baja concentracién de firmaco para inhibir la PBP recién formada. Esto
da lugar a una inhibicién prolongada de la multiplicacién celular hasta que un nimero
critico de PBP libre vuelva a estar disponible. También parece que, para firmacos con
otros mecanismos de accidn, tales como la unién a la ADN girasa o al ARN, s6lo una
pequeiia cantidad de fArmaco es necesario para evitar el crecimiento normal de las células
una vez que el bacterias han sido dafiadas por una concentracién suprainhibitoria del

antibidtico (Odenholt-Torngvist, y col., 1991).

En conclusién, podemos decir que la determinacién del efecto sub-CIM, del EPA
y del EPA sub-CIM son clinicamente mas relevantes que la sola determinacién de la CIM
o de la CMB, ya que en un escenario in vivo la exposiciéon de las bacterias a
concentraciones suprainhibitorias siempre serd seguida por concentraciones sub-CIM. De
hecho, la presencia de un prolongado EPA sub-CIM, mads el conocimiento de los efectos
sub-CIM que se presentan para una determinada combinacién bacteria/antibidtico,
sumado a la correcta funcionalidad del sistema inmunoldgico del paciente, podria
justificar el éxito terapéutico que se presenta in vivo con antibidticos de corta semivida
de eliminacién que son administrados con prolongados intervalos de dosificacion

(Odenholt, 2001).

De todos modos, aunque la resistencia antimicrobiana se ha estudiado
principalmente a concentraciones superiores a la CIM, esté claro que las cepas resistentes
se seleccionan para un rango de concentraciones mucho mds amplio, incluidas las

inferiores a la CIM, ya que bajas concentraciones de antibidticos pueden afectar varios
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procesos celulares que aumentan la variabilidad genética y alteran el comportamiento
celular. Sin embargo, el conocimiento de los detalles mecanicistas de estos efectos es atin
limitado y, en particular, las implicaciones evolutivas y médicas de la exposicién
bacteriana a estas bajas concentraciones de antibifticos son en su mayor parte

inexploradas (Andersson y Hughes, 2014; Li y col., 2017).

Por otra parte, ya en el afio 1997 Baquero y Negri sugirieron que existe un peligroso
rango de concentraciones donde las mutantes resistentes son seleccionadas con mayor

frecuencia, siendo el inicio del concepto de la ventana de seleccién de mutantes (VSM).

De este planteo se deriva la concentracién preventiva de mutantes (CPM), definida
como la concentracién que restringe la amplificacién de mutantes resistentes de primer
paso dentro de una poblacién sensible, porque por encima de esta concentracion el
crecimiento bacteriano solo se espera que ocurra con 2 0 mas mutaciones concomitantes

(Canut Blanco et al., 2013).

El concepto de CPM se deriva de los estudios realizados con fluoroquinolonas, e
inicialmente no se aplicé a antimicrobianos con multiples dianas o frente a bacterias con
miiltiples mecanismos de resistencia. Aunque el término CPM surgié considerando la
resistencia por mutacion, también se aplica a mecanismos de resistencia derivados de
transmisién genética horizontal ya que, una vez que una poblacién sensible adquiere los
genes de resistencia, puede actuar como donante de estos genes ademds de trasmisora a
sus descendientes, por lo que, en presencia de antibidticos, puede darse la seleccion de la

subpoblacién resistente (Blondeau, 2009).

El rango de concentraciones entre la CIM y la CPM se define como ventana de
seleccion de mutantes; la misma no debe verse como un rango de concentraciones
uniformemente asociado a la probabilidad de selecciéon sino como el rango de
concentraciones donde determinados factores relacionados con el patdégeno y con la

exposicién influyen en dicha probabilidad (Canut Blanco et al., 2013).
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I1.2.- CEFALOSPORINAS
I1.2.1.- Introduccién

La historia de las cefalosporinas se inicia en el afio 1945, cuando Giuseppe Brotzu
afsla de aguas contaminadas en la costa sur de Cerdefia un hongo identificado como
Cephalosporium acremonium, cuyo extracto crudo mostraba accidn bactericida frente a
gérmenes grampositivos y gramnegativos. Afios mds tarde se determiné que uno de los

componentes de este extracto era la Cefalosporina C.

El grupo activo basico de las cefalosporinas deriva de la remocién de la cadena
lateral de la cefalosporina C, lo que da origen al anillo 7-amino-cefalosporanico (Figura 2).
La sustitucién de varios grupos en la estructura basica de las cefalosporinas a nivel de Ry
y R, ha generado una amplia variedad de compuestos con diferencias en el espectro de

actividad, en la estabilidad a la hidr6lisis por betalactamasas y en la farmacocinética.
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Figura 2: Nicleo quimico comtin de las cefalosporinas

A pesar de que las cefalosporinas pueden clasificarse en base a su estructura
quimica o caracteristicas clinico farmacoldgicas, es muy itil el sistema de clasificacién
por generaciones. Esta se basa en el orden de aparicion histérica, y reflejan, en parte, el

espectro de actividad antibacteriana (Tabla 1).

Las cefalosporinas de primera generacion son generalmente activas contra cocos

grampositivos, incluyendo S. aureus y S. epidermidis productores y no productores de
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penicilinasas, y estreptococos del grupo A y B hemolitico. En general, las cefalosporinas

de esta generacion poseen limitada efectividad contra bacterias gramnegativas.

Tabla 1. Clasificacion de las cefalosporinas seglin generaciones.

Generacion de cefalosporinas

PRIMERA SEGUNDA TERCERA CUARTA
Cefalexina Cefaclor Cefoperazona Cefepima
Cefradina Cefuroxima Ceftiofur Cefpiroma
Cefacetrilo Cefalonio Cefbuperazona Cefquinoma
Cefapirina Cefprozil Cefdinir
Cefadroxlo Loracarbef Cefetamet
Cefaloglicina Cefmetazol Cefixima
Cefaloridina Cefamandol Cefpodoxima
Cefalotina Cefonicida Cefotaxima
Cefazolina Ceforanida Ceftibuten
Cefotetam Cefmenoxima
Cefoxitina Ceftizoxima
Ceftriaxona

Las cefalosporinas de segunda generacion son activas sobre los mismos
microorganismos que son susceptibles a las de primera generacién, pero se les ha
ampliado el espectro frente a diversos organismos gramnegativos, tales como E. coli,

Klebsiella spp., Haemophilus spp., Salmonella spp. y Proteus spp.

Las cefalosporinas de tercera generacion fueron disefiadas para tener mayor
actividad contra bacterias gramnegativas y mantener una buena actividad contra
grampositivas, aunque son generalmente menos efectivas contra estafilococos
susceptibles a las cefalosporinas de primera generacion. Compuestos de esta clase han
mejorado la estabilidad hidrolitica a muchas de las betalactamasas activas frente a
cefalosporinas de generaciones anteriores y penicilinas. Las cadenas laterales oximino,
presentes en la mayoria de éstas cefalosporinas, fueron introducidas para conferir

estabilidad al anillo B-lactdmico frente a ciertas betalactamasas que surgieron a raiz de la
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presion selectiva ejercida por el uso de ampicilina, carbenicilina, y cefalosporinas de

primera y segunda generacion en la década de 1960 (Hornish y Kotarski, 2002).

La cuarta generacién de cefalosporinas, donde se encuentra la cefquinoma,
incorpora diferentes grupos activos en su estructura que le confieren una mayor potencia
hacia una amplia gama de microorganismos e inclusive una mayor actividad contra
bacterias sensibles a las cefalosporinas de tercera generacién con una mayor estabilidad

a la hidrdlisis por betalactamasas (El-Gendy y col., 2009).

En afos recientes, nuevos antibidticos como ceftobiprol y ceftarolina se han
clasificado como cefalosporinas de quinta generacidn, caracterizindose por su espectro
extendido frente a bacterias grampositivas multiresistentes (Kollef, 2009; Mehta y

Sharma, 2016).

I1.2.2.- Cefquinoma
I1.2.2.1.- Caracteristicas quimicas

La cefquinoma es una cefalosporina de cuarta generacién de uso exclusivo en
medicina veterinaria. La presencia de un nitrogeno cuaternario en el grupo
ciclohexenopiridina (Figura 3), hace que mantenga una carga positiva tanto en
condiciones de pH acido como alcalino, mientras que la carga negativa a nivel del C4 del
ndcleo cefem hace que esta molécula se comporte como zwitterion, es decir que en
condiciones in vivo la molécula mantenga un equilibrio entre sus cargas. Esta
caracteristica quimica estructural determina que la capacidad de penetracién a través de
las porinas bacterianas sea superior a las de tercera generacion, lo cual le permite alcanzar
altas concentraciones en el espacio peripldsmico de bacilos gramnegativos (Mella y col.,

2001; El-Gendy y col., 2009).
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Figura 3. Estructura quimica de la Cefquinoma.

I1.2.2.2.- Mecanismo de acciéon

La actividad de la cefquinoma, al igual que el resto de los betalactdmicos se debe
principalmente a la inhibicién que produce en la reaccién de transpeptidacién en la fase
final de la biosintesis de la mureina o peptidoglucano, que es un polimero esencial en la

pared de casi todas las bacterias (Meroueh y col., 2006).

La unidad estructural del peptidoglucano, sintetizada en el citoplasma bacteriano,
contiene dos aminoazicares alternantes (N-acetilglucosamina y dcido N-acetilmurdmico)
y un polipéptido unido al 4cido N-acetilmuranico, cuyos tltimos residuos se afiaden como
un dimero D-ala-D-ala. Una vez transportada a la cara externa de la membrana celular,
cada nueva unidad se agrega a la pared en los puntos de crecimiento de ésta. Primero se
unen los aminoaztcares a la cadena lineal mediante enlaces glucosidicos y, por dltimo,
se forman enlaces cruzados entre las cadenas enfrentadas para formar un entramado. Esta
reaccién es catalizada por las transpeptidasas, mientras que las carboxipeptidasas
eliminan los residuos D-ala terminales de cualquier pentapéptido que no participe del

entrecruzamiento (Mediavilla y Garcia-Lobo, 2014).

Los sitios de fijacion de los betalactdmicos son protefnas ubicadas en la cara
externa de la membrana celular de las bacterias, denominadas proteinas fijadoras de
penicilina (PBP). Coincidentemente, algunas PBP son enzimas con actividad
transpeptidasa y carboxipeptidasa, quedando inhibidas cuando el antibidtico se fija a los

centros activos enzimaticos. La estructura similar del anillo betalactimico a la del sustrato
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natural de las transpeptidasas, el dipéptido D-ala-D-ala, permite un enlace covalente con
la enzima y su inactivacién irreversible. Como resultado se altera la dltima etapa de la
sintesis y se forman paredes celulares incompletas, lo que sumado a la actividad normal
de las mureinhidrolasas o autolisinas, lleva finalmente a la destruccién de la bacteria por

lisis osmotica.

Los betalactdmicos, para ser activos, deben acceder a la membrana citoplasmatica
donde se encuentran las enzimas a las que han de inhibir. La dificultad para alcanzar estos
puntos puede explicar, al menos en parte, la ineficacia de los betalactdmicos sobre muchas
especies bacterianas; por ejemplo, clamidias y rickettsias de localizacién intracelular, o
bacterias 4cido-resistentes con una pared muy rica en lipidos impermeables a los

betalactimicos (Mediavilla y Garcia-Lobo, 2014).

Aparte de estas bacterias, que presentan una resistencia natural a estos antibidticos,
existen también, entre bacterias potencialmente sensibles, diferencias notables que
condicionan la llegada de los betalactimicos a los sitios de accién. En organismos
grampositivos, la pared celular, de estructura mucho mas simple que en los gramnegativos,
es permeable a moléculas polares. En bacterias gramnegativas existe una membrana externa
que constituye una fuerte barrera para la entrada de solutos polares. En la membrana externa
de estas bacterias y en las de las micobacterias se encuentran unas proteinas, denominadas
porinas que son proteinas integrales de la membrana y que contienen un poro de caricter

hidréfilo que permite el paso de compuestos polares por difusion.

La mayoria de los betalactimicos atraviesan la membrana externa para alcanzar
su sitio de accién en la membrana citopldsmica, a través de las porinas por un proceso
pasivo y, por lo tanto, la concentracién de antibidtico en el espacio extracelular y en el
espacio periplasmico tenderd a igualarse. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en el
espacio peripldsmico existen enzimas capaces de inactivar los betalactdmicos, por lo que
la concentracién de antibidtico en el espacio periplasmico dependerd de la difusion a

través de la membrana externa y de la susceptibilidad a las betalactamasas.
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El lipopolisacérido (LPS) también constituye una barrera de permeabilidad ya que
al poseer un carécter iénico puede bloquear la via de entrada hidréfoba a través de las
bicapas lipidicas, evitando asi la entrada de los compuestos menos polares. Las bacterias
gramnegativas presentan resistencia natural a penicilinas muy grandes o muy cargadas o
que, por otras razones, no pueden atravesar la barrera impuesta por el LPS y la membrana

externa (Mediavilla y Garcia-Lobo, 2014).

I1.2.2.3.- Espectro farmacolégico

Si bien la alta capacidad para atravesar membranas que presenta la cefquinoma es
condicionante de su espectro farmacolégico, los principales determinantes de la mayor
actividad frente a bacterias gramnegativas resistentes a moléculas de tercera generacion,
son la estabilidad frente a las betalactamasas, tanto cromosomales como plasmidiales, as{

como su afinidad para con las PBP (Mella y col., 2001).

En forma general puede sefialarse que el espectro de actividad antimicrobiana de
cefquinoma involucra bacterias grampositivas, como S. aureus meticilino sensibles,
Streptococcus spp., Peptostreptococcus anaerobius, Propinobacterium acnes 'y
Clostridium spp, asi como también numerosos microorganismos gramnegativos, donde
despliega una actividad superior a las cefalosporinas de tercera generacion sobre bacilos
multiresistentes, tales como Salmonella spp., E. coli, Klebsiella spp., Proteus mirabilis,
Enterobacteriaceae spp., Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Histophilus
somni, Citrobacter spp. y Serratia marcescens y equivalente sobre cepas Actinobacillus
equuli y Arcanobacterium pyogenes (Limbert y col., 1991; Béttner y col., 1995; Fung-
Tomc, 1997; San Martin y col., 1998; Deshpande y col., 2000; Guérin-Faublée y col.,
2002; Guérin-Faublée y col., 2003; Wallmann y col., 2003; Sheldon y col., 2004; Thomas
y col., 2006; Melnikow y col., 2008, Zonca y col., 2011; Katsuda y col., 2013; Shan y,
Wang, 2016; Yu y col., 2016).

Por su parte, estudios realizados por Limbert y colaboradores (1991), Thomas y
colaboradores (2006) y Aarestrup y Skov (2010) determinaron que P. aeruginosa, S.
aureus resistente a meticilina y Rhodococcus equi presentan moderada sensibilidad a

cefquinoma. Para anaerobios gramnegativos, tales como Bacteroides spp. y

28



Revisién Bibliografica

Fusobacterium spp., se ha determinado que el 80% de 14 cepas testeadas presentaban una
CIM superior a 100 pg/mL (Limbert y col., 1991). Del mismo modo Sheldon y
colaboradores (2004) informaron una CIMy superior a los 32 pg/mL en 22 cepas de
Fusobacterium necrophorum'y Prevotella melaninogenicus aisladas de muestras uterinas

de vacas postparto con pirexia y/o metritis y/o endometritis.

Al evaluarse la susceptibilidad in vitro a diferentes antimicrobianos frente a cepas
de A. pleuropneumoniae, P. multocida, M. haemolytica y E. coli aisladas de casos clinicos
de bovinos y porcinos durante los afios 2007 a 2011 en Reptiblica Checa se encontrd que
en los porcinos todos los aislamientos de A. pleuropneumoniae fueron susceptibles, en
tanto que se encontré un nivel muy bajo de resistencia a P. multocida (0,3%) y E. coli
(1,4%). En el caso de los bovinos, todos los aislamientos de P. multocida fueron sensibles,
en tanto que para E. coli y M. haemolytica los niveles de resistencia fueron del 0,9% y

1,6%, respectivamente (Nedbalcova y col., 2014).

11.2.2.4.- Resistencia

El principal mecanismo de resistencia bacteriana para cefalosporinas es la
produccion de betalactamasas que inactivan a éstas moléculas por hidrélisis del anillo
betalactdmico. Los genes que las codifican pueden estar ubicados en el cromosoma o en
plasmidos. Las enzimas cromosémicas son universales en una determinada especie
bacteriana, mientras que la presencia de enzimas codificadas por pldsmidos es variable,
pudiendo ser transferidas entre diversas especies bacterianas (Kalman y Barriere, 1990;

Mediavilla y Garcia-Lobo, 2014).

En organismos grampositivos, la sintesis de betalactamasas suele ser inducible por
la presencia de antibidtico y las enzimas se secretan al medio externo en gran cantidad,
produciendo su detoxificacion, con lo que la resistencia tiene un efecto poblacional. En
bacterias gramnegativas, las betalactamasas se sintetizan de forma constitutiva y en
pequeiia cantidad, secretindose posteriormente al periplasma. Su situacion es estratégica
y escasas moléculas de enzima pueden inactivar al antibidtico a su paso al periplasma a

través de las porinas (Yoneyama y Katsumata, 2006; Tenover, 2006).
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Si bien la cefquinoma resiste a la mayoria de las betalactamasas, puede resultar
susceptible a las denominadas betalactamasas de espectro extendido (BLEE), al igual que
acontece con otras cefalosporinas de cuarta generacion (Seiffert y col., 2013). Las BLEE
son secretadas por bacterias gramnegativas pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, y a los géneros Pseudomonas y Acinetobacter y los genes que las
codifican se asocian a menudo con estructuras genéticas moéviles, como pldsmidos,
transposones e integrones, permitiendo una répida diseminacién de los mismos con la

consecuente expresion de resistencia (Jacoby y Munoz-Price, 2005).

La pérdida de las porinas constituye un mecanismo inespecifico de resistencia que
muy a menudo produce resistencia cruzada para todos los compuestos que usan las porinas
como via de entrada a las bacterias. Las mutantes son resistentes simultineamente a
penicilinas, cefalosporinas, cloranfenicol y tetraciclinas; sin embargo, el nivel de resistencia
alcanzado por esta via no es muy alto y sélo suele tener significado clinico cuando se asocia
con otros mecanismos de resistencia (Mediavilla y Garcia-Lobo, 2014). Este tipo de

resistencia hasta el momento no se ha reportado para cefquinoma.

La resistencia a los betalactdimicos puede deberse también a modificaciones en la
afinidad por las PBP. El caso més caracteristico de resistencia por este mecanismo es la
resistencia a meticilina en S. aureus que presentan una forma nueva de esta proteina
llamada PBP2a que tiene muy baja afinidad por la meticilina. La proteina PBP2a es
producto de un gen mecA presente s6lo en el cromosoma de S. aureus resistentes a
meticilina, que se supone lo ha adquirido de otra especie bacteriana (Mediavilla y Garcia-
Lobo, 2014). Este tipo de resistencia, que como se mencioné es frecuente en bacterias

grampositivas, hasta el momento tampoco parece haberse desarrollado para cefquinoma.

Para que se desarrolle un alto nivel de resistencia en cefalosporinas de cuarta
generacion se requiere al menos de la actividad sinérgica de dos mutaciones, por un lado,
un incremento en la produccion y en la actividad hidrolitica de las BLEE, y por otro de
una disminucion en la permeabilidad de la membrana celular (Fung-Tomc y col., 1996;

Tzouvelekis y col., 1998).
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La falta de eficacia para el tratamiento de las afecciones causadas por S. aureus
también puede deberse a la capacidad de este microorganismo para producir biofilms.
Asi, en un modelo de infeccién experimental por S. aureus en ratones con formacién de
biofilm asociado a un catéter se demostrd que ni siquiera con el régimen de dosificacién
mads alto de cefquinoma (256 mg/kg/12 h) se consigui6 erradicarlas. La falta de eficacia
antimicrobiana para las infecciones relacionadas con biofilms puede estar relacionada con
la tolerancia intrinseca de las poblaciones bacterianas, asi como con la pobre penetracién
de la cefquinoma a través de la matriz polimérica extracelular de las formaciones de
biofilms. Otros mecanismos, como las contribuciones de los componentes de la matriz y
los aumentos de la f-lactamasa cromosomica, también pueden conducir a esta resistencia

(Yuy col., 2016).

En un modelo PK/PD in vivo empleando cajas tisulares en conejos y la cepa de S.
aureus ATCC 29213, se demostré que mantener las concentraciones de cefquinoma por
encima de la concentracién preventiva de mutantes (1,6 pg/mL) durante al menos el 58% del
intervalo de administracion proporciona una estrategia para lograr una actividad
antibacteriana efectiva y minimizar la aparicién de resistencia. Por ultimo, esos autores
sefialan que, debido al alto valor de la CPM de cefquinoma frente a esta cepa, las
concentraciones alcanzadas con las dosis de 8 a 16 mg/kg se encontraban dentro de la ventana
de seleccién de mutantes, con lo cual se producian draméticos incrementos en la presentacién
de bacterias resistentes. También sefialan que, aunque ninglin mutante resistente fue
observado para el grupo animales tratados a razén 32 mg/kg, la dosis parece ser demasiado

alta, en comparacién con los 1 a 3 mg/kg empleados en la clinica (Xiong y col., 2016).

I1.2.2.5.- Farmacocinética
La cefquinoma, al igual que acontece con otras cefalosporinas, pricticamente no
se absorbe luego de la administracién oral debido a que es sumamente inestable en un

ambiente acuoso (Yuan y col., 2011).

Luego de la aplicacién intramuscular en bovinos, ovinos y biifalos la absorcion
fue relativamente rdpida, ya que la méxima concentracion plasmdtica se alcanza entre las

0,5 y 2 horas posteriores a la aplicacién (EMEA, 1999, Errecalde y col., 2001, Errecalde
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y col., 2002, Uney y col., 2011, Venkatachalam y col., 2017). Similares resultados se han
obtenido en otras especies, asi, tras la administracién intramuscular en cerdos, la mdxima
concentracion plasmadtica se alcanzé a las 0,28 horas posteriores a la administracién (Li
y col., 2008), mientras que en pollos se alcanz6 a las 0,25 horas (Xie y col., 2013) y en
patos a las 0,38 horas (Yuan y col., 2011). En todas estas especies la biodisponibilidad

luego de la aplicacién intramuscular fue superior al 93% (EMEA, 1999).

Las cefalosporinas son moléculas dcidas por lo que en el organismo se comportan
como moléculas polares. Son muy poco liposolubles y poseen una capacidad deficiente
para penetrar al interior de las células. El volumen de distribucién generalmente esté
comprendido entre 0,2 a 0,3 L/kg y raramente exceden los 0,5 L/kg. Cefquinoma no es la
excepcion; su distribucién no es amplia debido a que es un dcido orgédnico con un valor
de pKa de 2,71 + 0,2 y su solubilidad en lipidos es baja lo que limita el transporte a través
de la bicapa lipidica. En los perros el volumen aparente de distribucién en el estado de
equilibrio fue de 0,2 L/kg mientras que en cerdos y vacunos fue de 0,23 y 0,21 L/kg,
respectivamente (Limbert y col., 1991; EMEA, 1999). En el caso de los equinos, luego
de la aplicacién endovenosa a la dosis de 1 mg/kg el mismo fue de 0,24 L/kg, en tanto
que en otro ensayo empleando la dosis de 2 mg/kg fue de 0,339 L/kg (Winther y col.,
2011; Uney y col., 2016).

Cefquinoma se une poco a protefnas plasmadticas; estudios desarrollados en
bovinos, caninos, porcinos y ovinos determinaron que el mismo oscilaentre el 5 y el 15%,
dependiendo de la especie animal (Limbert y col., 1991; EMEA, 1999; Lohr y col., 2004;
Tohamy, 2011). No obstante, en el caso de los equinos, se ha encontrado un mayor
porcentaje de unién a proteinas, ya que el mismo se encuentra comprendido entre el 20 y

el 30% (Winther y col, 2011)

En general la distribucién de las cefalosporinas al liquido cefalorraquideo (LCR)
es limitada, y las concentraciones alcanzadas corresponden a un 0,5 a 2% de las
concentraciones maximas logradas en sangre. Esto es debido a las caracteristicas fisico-
quimicas de las cefalosporinas y al hecho que, si logran alcanzar el LCR, son

transportadas activamente fuera del sistema nervioso central. Sin embargo, este
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mecanismo se interrumpe en el caso de inflamacién meningea, situacién donde ademas
se alteran las uniones celulares estrechas y el transporte de vesiculas. Por lo tanto, el
pasaje de moléculas betalactimicas a través de la barrera hematoencefilica se ve
favorecido, logrando éstas concentraciones del 55% respecto al pico de concentracion
plasmdtica (Dowling y Kruth, 2006). No obstante, algunas cefalosporinas de tercera
generacion, tales como cefaloridina, y ceftriaxona logran niveles elevados en SNC (Nau

y col., 2010), situacién que no acontece con el ceftiofur (Cervantes y col., 1993).

Al igual que todas las cefalosporinas, cefquinoma difunde bien en el sistema
respiratorio, logrando concentraciones superiores a la CIMog de patégenos pulmonares
como Mannheimia haemolytica 'y Pasteurella multocida (Bottner y col., 1995; Sellyei y

col., 2009).

En los huesos, articulaciones y musculo, la distribucion de las cefalosporinas es
aceptable, aunque con algunas variaciones dependientes del compuesto, pero en general
difunden bien al liquido sinovial (Caprile, 1988). Se ha demostrado en equinos que
cefquinoma penetra facilmente en el liquido sinovial donde la proporciéon AUC quido
sinovial/ AUCplasma €s de entre 0,57-1,37 después de la administracion de dosis ascendentes

miiltiples, aunque sin acumularse luego de aplicaciones repetidas (Uney y col., 2016).

En los aparatos digestivo y urinario todo el grupo alcanza concentraciones
terapéuticas, especialmente en orina, que es la principal via de excrecidn, ya que dentro
de las 4 horas post administracién se recupera entre el 50 y el 80% de la cefquinoma

administrada por via parenteral (EMEA, 1999).

Hay pocos estudios in vivo que describan la distribucién de los compuestos activos
en el tejido mamario, pero los 4cidos débiles, como los antibidticos betalactdmicos
presentan limitada capacidad para penetrar las membranas lipidicas, como es la barrera
sangre/glandula mamaria, debido a su alto grado de ionizacién tanto a pH del plasma

como de la leche (Rasmussen, 1959, 1971; Ziv y Sulman, 1975).
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En un estudio desarrollado por Ehinger y colaboradores (2006) empleando un
modelo in vitro, donde la glandula mamaria aislada se mantenia perfundida con solucién
Tyrode (136,8 mmol/L de NaCl, 2,7 mmol/L de KCl, 1,8 mmol/L de CaCl, x 2H,0, 1,05
mmol/L de MgCl; x 6Hx0, 0,416 mmol/L. de NaH>PO4 x 2H20, 11,9 mmol/L. de
NaHCO3 y 5,5 mmol/L de D(+)glucosa), a 39° C en un ambiente gasificado con carbogen
(95% 02, 5% CO2) empleando una bomba peristéltica, se comprobd que luego de la
aplicacion intramamaria de cefquinoma, la misma no difundia al perfundido durante el
periodo de 6 horas que dur6 el muestreo. Por su parte, en un estudio in vivo en el cual se
administré cefquinoma por via intramamaria durante tres dias cada 12 horas, la mdxima
concentracion plasmatica alcanzada tanto en animales sanos como afectados de mastitis
era de aproximadamente 0,1 pg/mL (Zonca y col., 2011). Estos resultados no hacen més

que apoyar las conclusiones enunciadas por Rasmussen (1959) y Ziv y Sulman (1975).

En contraste, cuando cefquinoma se administr6 a través del fluido de perfusiéon
simulando una administracion sistémica de cefquinoma, ésta alcanzé en el tejido mamario
concentraciones antibacterianas superiores a los valores de CIMyy para E. coli. Por su
parte, cuando se administr6 cefquinoma por via intramamaria y “sistémica” al mismo
tiempo, la concentracion maxima en el perfundido a las 2 h posteriores a la administracién
fue superior a la que se encontraba después del tratamiento sistémico sélo, lo cual
posiblemente se debia a la disminucién de la difusion de cefquinoma desde el fluido de
perfusion en el tejido mamario, probablemente debido al gradiente de concentracién
reducido resultante de la administracién simultdnea de cefquinoma por la ruta

intramamaria (Ehinger y col., 2006).

En cuanto a la biotransformacién, las cefalosporinas son minimamente
metabolizadas en el higado, y cefquinoma no es la excepcién, ya que se excreta casi
totalmente en forma inalterada a través del rifion. Esto se comprobd utilizando
cefquinoma radiomarcada, donde el tinico compuesto identificado positivamente en la
orina de los bovinos tratados fue cefquinoma sin modificar. En terneros, entre un 50 y un
80% de la dosis se recuperé en la orina dentro de las 4 primeras horas, y el 90% dentro
de las 24 horas, mientras que en igual lapso un 5% de la dosis fue recuperada de las heces.

(EMEA, 1999). Por su parte, en porcinos se recuperd en la orina hasta las 48 horas post
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tratamiento el 86% de la cefquinoma administrada, en tanto que el 9% se encontré en las

heces (EMEA, 1999).

En lo que respecta al aclaramiento corporal de cefquinoma, tras la administracién
endovenosa de una dosis de 10 mg/kg, el mismo fue de 0,12 L/kg/h en bovinos y de 0,16
L/kg/h en porcinos (Limbert y col., 1991). Un mayor aclaramiento corporal fue reportado
en pollos, en los cuales tras la administracién de cefquinoma a una dosis de 2 mg/kg por

via endovenosa éste fue de 0,35 L/kg/h (Xie y col., 2013).

Limbert y colaboradores (1991), evaluaron la eliminacién de la cefquinoma en
caninos, bovinos y porcinos tras la administracion intravenosa a una dosis de 10 mg/kg y
reportaron valores de semivida de eliminacién de 0,98, 1,33 y 1,23 horas, respectivamente
para cada una de estas especies. Luego de la administracién por via endovenosa a dosis de
1 mg/kg a bovinos la semivida de eliminacion fue de 2,10 + 045 horas (Ahnad y col., 2014).
Por su parte, luego de la administracion intramuscular en bovinos a una dosis de 1 mg/kg,
la semivida de eliminacion fue de 1,56 horas (Errecalde y col, 2002). Esta mayor
semivida de eliminacién luego de la aplicacién intramuscular también fue reportada en
otras especies, ya que se evidenci6 en porcinos y patos (Li y col., 2008; Lu y col., 2007;

Yuan y col., 2011), no asi en pollos (Xie y col., 2013).

En un ensayo en el cudl se evalué una formulacién de liberacién sostenida de
cefquinoma formulada en microesferas de gelatina, se reportd que luego de su
administracién intramuscular en porcinos a la dosis de 4 mg/kg de peso vivo, la vida
media de absorcién con este preparado se incrementaba en més de tres veces respecto a
la formulacién tradicional. Esta absorcion mds lenta fue consistente con un
desplazamiento en el Tmax, y una menor Cmax, €n tanto que el AUC fue de mds del doble.
Por 1ltimo, la lenta desaparicion de la droga desde el organismo quedé evidenciada con
la semivida de eliminacion, la cual fue casi diez veces mds alta, ya que pasé de 4,44 +

0,29 a 45,89 + 3,03 horas (Zhang y col., 2017).

I1.2.2.6.- Usos clinicos de la cefquinoma
El uso clinico de cefquinoma estd condicionado por la sensibilidad del
microorganismo y la localizacién del foco infeccioso. Las diferentes sensibilidades
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fueron demostradas por estudios desarrollados in vitro y/o in vivo en bovinos (Amiridis y
col., 2003; Ganiere y col., 2004; Sheldon y col., 2004; Palanivel y col., 2005; Bradley y
col., 2011), bubalinos (Palanivel y col., 2005), porcinos (Wisselink y col., 2006; Cavaco
y col., 2008; Sellyei y col., 2009; Stannarius y col., 2009), equinos (Thomas y col., 2006;
Rohdich y col., 2009), caninos (Ganiere y col., 2005) y en pollos (El-Gendy y col., 2009;

Sellyei y col., 2009) con diferentes afecciones infecciosas.

En bovinos se la indica para el tratamiento de enfermedades respiratorias causadas
por Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica, dermatitis digital, panadizo
interdigital y mastitis aguda por E. coli con signos de afectacion sistémica. Ademads, para
mastitis bovina, existe un preparado comercial para la administracién intramamaria. Las
formulaciones para administracién intravenosa son recomendadas, entre otros, para los
cuadros septicémicos, fundamentalmente en animales jévenes, como los potrillos y los
terneros. La cefquinoma también es utilizada para tratamiento de enfermedades
respiratorias porcinas a la dosis de 2 mg/kg por via intramuscular una vez al dia durante
3 a 5 dias (EMEA, 1999). En esta especie también se recomienda el sindrome mastitis-

metritis-agalactia y, al igual que el bovino, para mastitis producida por E. coli.

Parlevliet y colaboradores (2008), sugieren el empleo de cefquinoma intrauterina
en yeguas para el tratamiento de la endometritis crénica a razén de 1,5 g/33 mL de
diluyente aplicandola cada 24 horas durante 3 dias. La cefquinoma también se ha utilizado
como antibiético en el diluyente del semen equino, no habiendo afectado negativamente

a los pardmetros seminales (Parlevliet y col., 2006).

Finalmente, es conveniente sefialar que la Organizacién Mundial de Sanidad
Animal (OIE) ha incluido a las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion en la categoria
de agentes antimicrobianos de importancia critica tanto para la salud humana como para la
sanidad animal. Por lo tanto, no deberian usarse como tratamiento de primera eleccién a
menos que esté justificado; en tanto que su empleo como segundo tratamiento, en teoria
deber4 hacerse sobre la base de los resultados de pruebas bacterioldgicas y cuando se hayan

agotado otros antimicrobianos alternativos (OIE, 2018).
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11.2.2.7.- Toxicidad de cefquinoma

Al igual que resto de los betalactdmicos, cefquinoma posee un amplio margen de
seguridad, siendo su toxicidad aguda baja. Tras la exposicién a dosis repetidas y crecientes
s6lo se observé anemia hemolitica en ratones, en este caso la dosis fue de 2500 mg/kg/dia
por via oral durante 90 dias. No se observaron alteraciones reproductivas, teratogénicas,

mutagénicas, carcinogénicas, ni sobre el sistema inmunolégico (EMEA, 1999).

Las recomendaciones y precauciones para su uso, estdn mds bien relacionadas a
las probables reacciones de hipersensibilidad, asi como su uso terapéutico racional (no
preventivo), para evitar la emergencia de resistencia bacteriana, tal como se mencionara

anteriormente.
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IIL.- MATERIALES Y METODOS
II1.1.- MATERIALES
I11.1.1.- Microorganismos de campo
Se utilizaron 30 cepas de S. aureus meticilino sensibles aisladas durante los afios
2009 a 2010 de secreciones lacteas de vacas en produccidn afectadas por mastitis clinica

o subclinica pertenecientes a establecimientos lecheros de la cuenca central argentina.

Los microorganismos se identificaron por caracterizacion fenotipica en base a la
morfologia de la colonia en agar sangre ovina al 5%, tincién de Gram, pruebas de catalasa
y coagulasa, capacidad de hidrolizar manitol en agar manitol salado (Laboratorios
Britania), presencia de DNAsa (ensayo de DNasa Agar, Difco) y pirrolidonilarilamidasa
(Pyr-A-ENT, Laboratorio Britania), y produccién de acetoina a partir de piruvato por la
prueba de Voges-Proskauer. A posteriori fueron caracterizadas en funcién de su
sensibilidad a la meticilina empleando discos de oxacilina de 1 pug, mediante la técnica
de difusién en placa. Todas estas cepas se conservan en caldo Miiller-Hinton con glicerol

al 15% a 20° C.

Para las etapas posteriores del estudio se seleccionaron al azar 5 cepas de las 30
originalmente aisladas. A estas cepas se las identific6 como SA-01, SA-02; SA-03, SA-
04 y SA-05.

II1.1.2.- Microorganismo de referencia
En todos los ensayos se empled la cepa de S. aureus ATCC 29213 como

microorganismo control.

I11.1.3.- Suero bovino

Se utilizé suero bovino de animales adultos (SBA) y de neonatos que no habian
calostrado (STsC). EI SBA consisti6 en un pool de suero obtenido a partir de sangre venosa
de seis bovinos clinicamente sanos de seis meses a un afio de edad, que no habian recibido
tratamiento antibidtico durante los ultimos tres meses, a los cuales se los considera como
inmunocompetentes. El pool de STsC se obtuvo a partir de sangre venosa de seis terneros

recién nacidos, sin calostrar y clinicamente sanos. La esterilidad de las muestras de suero
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fue corroborada por ausencia de desarrollo bacteriano mediante pruebas bacterioldgicas
clasicas (OIE, 2008). La presencia de inmunoglobulinas del pool de SBA y la
agamaglobulinemia del pool de STsC se corroboré6 mediante proteinograma por

electroforesis.

I11.1.4.- Antibiético
Para todos los ensayos farmacodindmicos se utiliz6 un estdndar de sulfato de
cefquinoma (Lote: 01-01), con un titulo de 801 mg/g de cefquinoma, proporcionado

gentilmente por Intervet Argentina S.A. Este estdndar se conservo a refrigerado a -20°C.

IIL.2.- METODOS
I11.2.1. Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM)

La CIM de cefquinoma fue determinada por el método de macrodilucién en caldo
siguiendo las recomendaciones establecidas por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2015). Para este estudio se utilizaron las 30 cepas de S. aureus aisladas a

campo y la cepa ATCC 29213.

Se prepar6 una solucién acuosa de cefquinoma con una concentracién de 2.560
pg/mL, a partir de la cual se efectuaron diluciones en agua destilada estéril, hasta

conseguir una concentracion final de 16,364 pg/mlL.

El medio de cultivo liquido, caldo Mueller-Hinton (CMH; Britania, Buenos Aires,
Argentina) fue preparado segin las instrucciones del fabricante, esterilizado en autoclave
y almacenado a 4°C, no trascurriendo mas de doce horas desde su preparacién hasta su

uso.

Por otra parte, se prepararon indculos bacterianos en solucién salina isoténica a
partir de colonias en fase de crecimiento. Una alicuota de esta suspensién, con turbidez
equivalente al grado 0,5 de la escala McFarland, se incorpor6 al CMH a fin de obtener un
in6culo con una concentraciéon de 1 x 10° unidades formadoras de colonias/mL

(UFC/mL).
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Por cada microorganismo se preparé una bateria de tubos con 1 mL de CMH
estéril sin antimicrobiano. Al primero de ellos se afiadi6 1 mL de la solucién de
cefquinoma con una concentraciéon de 16,364 pg/mL. Tras mezclar adecuadamente, se
trasvasé 1 mL al siguiente tubo; el proceso se repitié tantas veces como diluciones a
testear. La serie de diluciones se completé con un tubo control sin antimicrobiano que
solamente contenia CMH. Finalmente, a cada uno de estos tubos se incorporé 1 mL de
in6culo bacteriano, de modo que los microorganismos fueron expuestos a las siguientes

concentraciones de cefquinoma: 0,128, 0,256, 0,512, 1,024, 2,048 y 4,096 ug/mL.

Todos los tubos fueron incubados a 35 + 1 °C y la lectura de los resultados se
realiz6 luego de 20 horas de incubacién. La CIM fue definida como la menor dilucién de
cefquinoma que evit6 el desarrollo bacteriano visible. L.os ensayos con cada cepa se

realizaron por duplicado.

I11.2.2.- Efecto del pH sobre la actividad de cefquinoma
I11.2.2.1.- Determinacion de la CIM a diferentes valores de pH

Se evalu6 el efecto del pH del medio de cultivo sobre la CIM de cefquinoma
empleando el método de macrodilucién, el cual fue desarrollado tal como se describi6 en
el apartado anterior, con la diferencia que el pH original del medio (7,4) fue ajustado con
acido ortofosférico hasta pH 6,5 y 5,5. En este ensayo se utilizaron las 5 cepas de campo
seleccionadas y la cepa ATCC 29213, las cuales fueron enfrentadas a concentraciones de

0,128, 0,256, 0,512, 1,024, 2,048 y 4,096 ug/mL de cefquinoma.

La comparacién de los valores de CIM obtenidos a los tres valores de pH (7,4, 6,5
y 5,5) se realizé mediante el test estadistico de ANOVA. En todos los casos el limite de

significacién fue fijado en 5% (p = 0,05).

II1.2.2.2.- Curvas de crecimiento y muerte bacteriana a diferentes valores de pH
La actividad y la eficacia de concentraciones fijas de cefquinoma sobre las seis

cepas de S. aureus se evaluaron mediante curvas de muerte bacteriana durante 24 horas

en CMH a los tres valores de pH que se utilizaron en el ensayo anterior, esto es al pH

original del caldo (7,4) yapH 6,5y 5,5.
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Para la construccién de las curvas de muerte bacteriana todas las cepas fueron
expuestas a concentraciones fijas de cefquinoma equivalentes a 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x
CIM y 4 x CIM tomando como referencia el valor de CIM estimado para cada cepa y pH.
En todos los casos el conteo bacteriano inicial fue de al menos 0,5 x 10° UFC/mL,
incubandose en estufa a 35 + 1°C. Cada una de las cepas fue cultivada en CMH a los tres
valores de pH en ausencia de antibiético e incubada en estufa bajo idénticas condiciones

para la construccidn de las curvas de crecimiento testigo.

De cada cultivo se obtuvieron alicuotas de 0,1 mL a los siguientes tiempos: 0, 2,
4, 6, 8, 10 y 24 horas, las que fueron sometidas a diluciones seriadas en solucién salina
isotonica a 4 °C. Una alicuota de cada ultima dilucion fue extendida sobre la superficie
de una placa de agar e incubada a 35 + 1 °C durante 24 horas. Las curvas de crecimiento

y muerte de cada cepa bacteriana fueron construidas por duplicado.

Los valores de UFC/mL fueron estimados multiplicando el nimero de UFC/placa
por el factor de correccién que derivé de la dilucién seriada correspondiente a cada
muestra en particular. En cada curva de muerte y crecimiento, el nimero de bacterias
viables en cada tiempo de muestreo fue expresado como el promedio de conteos

realizados en cada réplica.

La actividad bactericida de cada concentracién de cefquinoma a cada tiempo de
muestreo se evalud considerando como punto de corte la reduccién de 3 logaritmos
decimales en el niimero inicial de bacterias viables (CLSI, 1999), lo que equivale a una

reduccion del 99,9 % del tamaiio inicial del in6culo.
El crecimiento bacteriano a cada pH, determinado por el nimero de bacterias

viables a las 24 horas, se comparé mediante ANOVA. En todos los casos el limite de

significacion fue fijado en 5% (p = 0,05).
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II1.2.3.- Efecto del suero bovino sobre la actividad de cefquinoma

I11.2.3.1.- Evaluacién de la actividad antibacteriana intrinseca del suero bovino
Para la evaluacién in vitro de la actividad bactericida intrinseca del suero bovino se

construyeron curvas de crecimiento bacteriano para la cepa ATCC 29213 de S. aureus en

CMH y en CMH al que se le incorporé SBA y STsC, de modo que el medio de cultivo quedo

constituido por CMH:SBA 50:50 y CMH:STsC 50:50, incubandose en estufa a 35 + 1 °C.

Tal como se describid anteriormente, de cada cultivo se tomaron alicuotas al
tiempo cero y luego de 2, 4, 6, 8 y 10 horas de incubacidn, las que previa dilucién en
solucion fisioldgica estéril fueron extendidas sobre placas de agar, para posteriormente

realizar el conteo de las UFC/placa. Todo el ensayo se realizé por duplicado.

La magnitud del desarrollo bacteriano en CMH:SBA 50:50 y CMH:STsC 50:50
se expresé como conteo de bacterias viables (UFC/mL) al final del experimento. La
actividad bactericida intrinseca de CMH:SBA 50:50 y CMH:STsC 50:50, respecto del
crecimiento en medio de cultivo estindar (CMH), se expres6 como porcentaje de

bacterias eliminadas.

La comparacion de los porcentajes de eficacia antibacteriana, se realiz6 mediante
el test estadistico de ANOVA. Cuando se compararon mds de dos grupos entre si, las
diferencias entre estos fueron determinadas con el test de Bonferroni. En todos los casos

el limite de significacién fue fijado en 5% (p = 0,05).

I11.2.3.2.- Determinacion de la CIM en presencia de suero bovino

La CIM de cefquinoma frente a las seis cepas de trabajo de S. aureus fue
determinada por el método de macrodilucién empleando CMH al que se le adicion6 SBA
en proporcion 50:50 (CMH:SBA). A la mezcla CMH:SBA con concentraciones de
cefquinoma de entre 0,128 y 4,096 ug/mL se les incorpor6 el indculo bacteriano, y tras
20 horas de incubacién a 35 + 1 °C se procedi6 a la lectura. La CIM fue definida como la
menor dilucién de cefquinoma que evit6 el desarrollo bacteriano visible. El ensayo se

realiz6 por duplicado.

43



Materiales y Métodos

La CIM de cefquinoma en CMH:SBA se comparé con la obtenida en CMH mediante
el test estadistico 7 de diferencia de medias de Student, fijando el limite de significancia al 5%

(p = 0,05).

II1.2.3.3.- Curvas de crecimiento y muerte bacteriana en presencia de suero bovino

Se realiz6 un ensayo de muerte bacteriana en CMH al que se le afiadié SBA en
proporcién 50:50, de modo que cada cepa se enfrentd a concentraciones de cefquinoma
equivalentes a 0,5, 1, 2 y 4 veces la CIM previamente determinada en CMH:SBA. Al igual
que en los otros ensayos, también se empled un inculo sin antimicrobiano a fin de construir
la curva de crecimiento. Tal como se describié anteriormente, de cada indculo se tomaron
alicuotas a tiempos preestablecidos, las que previa dilucién fueron extendidas sobre placas

de agar, para realizar el conteo de UFC/placa. Este ensayo se realiz6 por duplicado.

Se compard la actividad antibacteriana de las distintas concentraciones de cefquinoma
obtenidas en CMH:SBA con los resultados obtenidos en los ensayos de curvas de muerte en
CMH. El test estadistico empleado fue Kruskal-Wallis y el limite de significacion fue fijado
en 5% (p =0,05).

I11.2.4.- Determinacion de efectos de persistencia
I11.2.4.1.- Determinacion del efecto post antibiético (EPA)

Los ensayos de EPA se realizaron mediante modificacion de la técnica reportada
por Wang y Zhang (2009). Brevemente, un cultivo en medio liquido de cada una de las
seis cepas bacterianas, con una densidad de al menos 0,5 x 10° UFC/mL, fue expuesto a
una concentracion de cefquinoma equivalente a 4 veces la CIM. Para cada cepa fue

realizado un cultivo bacteriano sin antibidtico que actuara como testigo.

El medio de cultivo (CMH) en presencia de cefquinoma fue incubado durante 2
horas a 35 + 1°C, posteriormente el antibidtico fue removido del medio por dilucién
1:1.000 con medio de cultivo sin antibiético. A fin de estandarizar el conteo de bacterias
viables en el cultivo control, éste también fue diluido 1:1.000 con medio de cultivo sin

antibiodtico.
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Los conteos de bacterias viables se realizaron por extension de una alicuota del
medio de cultivo, incubacién y posterior conteo de UFC/placa segiin el método descripto
anteriormente a los siguientes tiempos: al inicio del ensayo (hora -2), inmediatamente
luego de haber realizado la dilucién (hora 0), y posteriormente a intervalos de una hora

hasta transcurridas ocho horas de iniciado el ensayo.

El EPA es definido como la supresiéon de crecimiento bacteriano que persiste
durante un tiempo determinado tras una limitada exposicion de los microorganismos a un

antimicrobiano. Para el cilculo de la duracién del EPA se utiliz6 la siguiente ecuacion:

EPA=T-C

donde T es el tiempo (en horas y minutos) que tarda el cultivo de microorganismos
tratados en incrementar el nimero de bacterias viables en 1 logio respecto del conteo
realizado al momento de haber removido el antibiético por dilucién y C es el tiempo (en
horas) que tarda el cultivo control en incrementar 1 logio el nimero de bacterias viables
respecto del conteo realizado al momento de la dilucién del medio de cultivo (Craig y

Gudmundsson, 1996).

Los ensayos de EPA y de crecimiento testigo de cada cepa bacteriana fueron
realizados por duplicado, y el nimero de bacterias viables en cada tiempo de muestreo

fue expresado como el promedio de conteos realizados en cada réplica.

I11.2.4.2.- Determinacion del efecto post antibiético sub-CIM (EPA sub-CIM)

Los ensayos de EPA sub-CIM se realizaron mediante modificacién de la técnica
reportada por Wang y Zhang (2009). Al igual que en el estudio anterior, cultivos en medio
liquido (CMH) de cada una de las cepas bacterianas fueron expuestos a una concentracion
de cefquinoma equivalente a 4 veces la CIM, dejando un cultivo bacteriano sin antibiético

como testigo.

Luego de incubar los medios de cultivo en presencia de cefquinoma durante 2

horas a 35 *+ 1°C, las concentraciones del antibidtico fueron reducidas a un nivel
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equivalente a 0,25 veces la CIM mediante dilucién 1:16 con medio de cultivo sin
antibidtico. A fin de estandarizar el conteo de bacterias viables en el cultivo control, este

también fue diluido 1:16 con medio de cultivo sin antibidtico.

Los conteos de bacterias viables se realizaron seglin el método descripto
anteriormente en el ensayo de EPA. El EPA sub-CIM fue definido por Odenholt-

Tornqvist y colaboradores (1992) mediante la siguiente ecuacidn:

EPA Sub—CIM = T})a - C

donde Tp. es el tiempo (en horas y minutos) que tarda el cultivo de microorganismos
tratados con el antibitico y nuevamente expuestos a concentraciones subinhibitorias
(<CIM) en incrementar 1 logio el nimero de bacterias viables respecto del conteo
realizado al momento de la dilucién del medio de cultivo y C es el tiempo (en horas y
minutos) que tarda el cultivo control en incrementar en 1 logio el niimero de bacterias
viables respecto del conteo realizado al momento de la dilucién del medio de cultivo

(Odenholt-Tornqyvist y col., 1992).

Los ensayos de EPA sub-CIM de cada cepa bacteriana fueron realizados por
duplicado, y el nimero de bacterias viables en cada tiempo de muestreo fue expresado

como el promedio de conteos realizados en cada réplica.

3.2.5.- Estudio estadistico
Se utiliz6 el Software InfoStat (2008), InfoStat version 2008. Grupo InfoStat,
FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.

Para definir el tratamiento estadistico a utilizar en cada ensayo se realizé la
comprobacién de la distribucion normal de los datos experimentales empleando el test de
Kolmogorov-Smirnov y la verificacion de la homocedasticidad de la varianza mediante

el test de Bartlett.
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Los grupos que presentaron distribucién normal y homocedasticidad de varianza
se compararon mediante ¢ de Student o ANOVA de una via; en los casos en que se
detectaron diferencias, se compararon los grupos entre si con el test de Bonferoni. Los
grupos que no mostraron homocedasticidad de varianza (heterocedasticidad) se
compararon mediante el test de Kruskal-Wallis (ANOVA no-paramétrico), y al detectar
diferencias, los grupos se compararon mediante el test de Dunn. En todos los casos el

limite de significancia fue fijado en 5% (p=0,05)
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IV.- RESULTADOS

IV.1.- Concentracion Inhibitoria Minima

Al caracterizar la actividad antibacteriana de cefquinoma frente a 30 cepas locales
de S. aureus meticilino sensibles aisladas de secreciones lacteas de vacas en produccién
afectadas por mastitis clinica o subclinica se encontré que la CIM para 18 de las cepas, asi
como para la cepa testigo, ATCC 29213, fue de 0,512 pug/mL, en tanto que en las 12
restantes la CIM fue de 1,024 pg/mL.

Teniendo en cuenta estos resultados, puede evidenciarse que en el 60% de las cepas

aisladas el valor de CIM fue coincidente con el de la cepa de referencia (Figura 4).

S. aureus ATCC 29213 - CIM: 0,512 pg/mL

m CIM: 0,512 pg/mL m CIM: 1,024 pg/mL

Figura 4: Concentracion inhibitoria minima (ug/mL) de cefquinoma frente a 30 cepas de S. aureus aisladas
de secreciones ldcteas de vacas en produccion afectadas por mastitis.

IV.2.- Efecto del pH sobre la actividad de cefquinoma

IV.2.1.- Determinacion de la CIM de cefquinoma a diferentes valores de pH
A pH 7,4 los valores de CIM de cefquinoma para las seis cepas seleccionadas de

S. aureus estuvieron comprendidos entre 0,512 y 1,024 pg/mL, en tanto que a pH 6,5 y
5,5 la CIM present6 valores entre 0,256 y 1,024 pg/mL (Figura 5).

Solamente en una de las cepas bajo estudio se encontrd que el valor de la CIM
se redujo al disminuir el pH a valores de 6,5 y 5,5, por lo que no se hallaron diferencias

(p > 0,05) entre los valores de CIM obtenidos a los valores de pH bajo estudio. Los
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resultados obtenidos permiten inferir que la actividad antibacteriana de cefquinoma
sobre S. aureus no es afectada por el pH del medio, dentro de rangos factibles de
presentarse en cuadros de afecciones mastiticas, donde el valor es superior al de la leche

normal (Ogola y col., 2007).

12 " pH 7,4

10 EpHG6,S5
mpH S5

0,8

5!

pg/mL

0,6 1

0,4 ‘
02 ‘

0,0

ATCC 29213 SA-01 SA-02 SA-03 SA-04 SA-05

Figura 5: Concentracién inhibitoria minima (ug/mL) de cefquinoma sobre 6 cepas seleccionadas de S. aureus
determinada a diferentes valores de pH del medio de cultivo.

IV.2.2.- Curvas de crecimiento y muerte bacteriana a diferentes valores de pH

Al evaluar el crecimiento bacteriano de las seis cepas de S. aureus después de
incubar los respectivos indculos durante 24 horas a diferentes valores de pH, no se
hallaron diferencias en la magnitud del desarrollo bacteriano observado a valores de pH

de 6,5 y 5,5 respecto del crecimiento a pH 7,4 (p > 0,05) (Figura 6).
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Figura 6. Evolucidn temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus en caldo Muller-Hinton a
diferentes pH. En cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en logio UFC/mL. Simbolos:
pH 7,4; m pH 6,5; A pH5,5.

En la figura 7 puede verse la evolucién de la masa bacteriana de cada una de las
seis cepas de S. aureus en presencia de diferentes concentraciones fijas de cefquinoma

durante 24 hs en CMH a pH 7,4.
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Figura 7. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma durante 24 horas a pH 7,4. En cada tiempo de muestreo los valores se
hallan expresados en log;o UFC/mL. Simbolos: X crecimiento control;
CIM; e 4 x CIM. La linea punteada horizontal corresponde a una reduccién de 3 log;o respecto del nimero
inicial de bacterias viables.

05xCIM; ¢ 1 x CIM; A 2X
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La actividad antibiética de cefquinoma se evalué teniendo en cuenta la eficacia
acumulativa de sus concentraciones en el medio de cultivo, entendiéndose ésta como la
cantidad de bacterias eliminadas al final del experimento respecto del nimero inicial de
bacterias (Tabla 2). Si bien la actividad de cefquinoma se hizo manifiesta en todas las
concentraciones evaluadas, las equivalentes a 4 x CIM no presentaron mayores eficacias
que las observadas a concentraciones iguales a 2 x CIM, las que al final del ensayo

llevaron a una reduccion del 99,9% respecto al nimero inicial de bacterias viables.

De la observacién de las graficas presentadas en la figura 8 se deduce que las seis
cepas estudiadas presentaron una cinética de muerte bacteriana similar; esto se corrobora
al observarse similares valores de coeficiente de variacién (CV) al comparar la carga
bacteriana de las seis cepas a los distintos tiempos de muestreo en las curvas de
crecimiento y muerte. En la tabla 3 se presenta el rango entre el cual fluctuaron los valores

de CV para cada curva a los diferentes tiempos de muestreo.

Tabla 2. Eficacia antibacteriana de cefquinoma sobre seis cepas de S. aureus expuestas a concentraciones
constantes equivalentes a 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x CIM y 4 x CIM durante 24 horas. La eficacia de cada
concentracion se expresa como reduccién del logjo del conteo bacteriano observado al final, respecto del
logio del conteo bacteriano inicial Los valores positivos deben interpretarse como porcentaje de reduccion
del nimero inicial de bacterias y los valores negativos deben ser interpretados como porcentaje de
incremento del nimero inicial de bacterias. Los resultados se expresan como promedio + desvio estidndar.

Horas 0,5x CIM 1x CIM 2x CIM 4 x CIM

0 - - - -

2 -4,94 £ 42,93 26,54 £16,12 40,99 +15,39 50,60 + 10,79
4 -53,36 + 82,08 67,12+ 18,83 79,21 + 17,60 83,18 + 16,55
6 -30,68 + 52,53 83,59 +£9,42 94,05 £ 3,51 95,54 +4,23

8 67,50 £9,84 95,53 £2,20 98,59 £ 0,83 99,03 +0,41

10 84,62 +7,31 97,49 +1,32 99,48 £ 0,25 99,45 +0,21

24 -78,22 + 146,99 99,93 +0,02 99,91 + 0,04 99,94 + 0,03
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Figura 8. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma equivalentes a 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x CIM y 4 x CIM durante 24
horas. En cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en logio UFC/mL. Simbolos: € ATCC

29213;

SA-01; eSA-02; @ SA-03; e SA-04; e SA-05.

Tabla 3: Rangos de valores de CV en la carga bacteriana a distintos tiempos de muestreo en las curvas de
crecimiento y muerte de seis cepas de S. aureus expuestas a diferentes concentraciones de cefquinoma a un

pH de 7.4.

Concentracion CV (%)

Crecimiento 0,80 - 2,37
0,5 x CIM 0,68 - 26,39
1 x CIM 0,80 - 6,13
2x CIM 1,43-9,44
4 x CIM 0,83 -7,91
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En la figura 9 y en la tabla 4 se muestra la actividad antimicrobiana de cefquinoma

frente a seis cepas de S. aureus ajustando el pH del medio de cultivo a 6,5 con 4cido

ortofosfoérico.
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Figura 9. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma durante 24 horas a pH 6,5. En cada tiempo de muestreo los valores se
hallan expresados en logio UFC/mL. Simbolos: > crecimiento control; = 0,5 x CIM; ¢ 1 x CIM; A 2 x
CIM; e 4 x CIM. La linea punteada horizontal corresponde a una reduccién de 3 logio respecto del nimero
inicial de bacterias viables.
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Tabla 4. Eficacia antibacteriana de cefquinoma sobre seis cepas de S. aureus expuestas a concentraciones constantes
equivalentes a 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x CIM y 4 x CIM durante 24 horas en medio de cultivo con pH ajustado a
6,5. La eficacia de cada concentracidn se expresa como reduccion del logio del conteo bacteriano observado al final,
respecto del logio del conteo bacteriano inicial Los valores positivos deben interpretarse como porcentaje de
reduccion del nimero inicial de bacterias y los valores negativos deben ser interpretados como porcentaje de
incremento del nimero inicial de bacterias. Los resultados se expresan como promedio + desvio estandar.

Horas 0,5 x CIM 1x CIM 2x CIM 4x CIM

0 - - - -

2 -29,11 £ 53,70 30,32 +13,30 42,60 + 14,27 56,82+ 17,91
4 -156,84 199,65 70,87 +£11,74 74,11 £ 15,82 86,20 + 8,00
6 -101,09 + 85,78 92,82 +7,23 89,25 + 8,12 93,93 +4,30
8 -61,07 £ 62,64 98,70 + 1,14 97,43 £2,55 97,07 2,87
10 -21,97 £ 67,89 99,04 + 1,04 99,06 + 0,36 99,22 +0,29
24 -149,55 £ 146,34 99,92 + 0,02 99,92 + 0,04 99,93 + 0,03

Al evaluar la eficacia antibacteriana de cefquinoma sobre las seis cepas tras 24 horas
de incubacion, no se hallaron diferencias al incrementar las concentraciones por encima de la
CIM, observandose en casi todos los casos una reduccién de 3 logio respecto del conteo
bacteriano inicial, lo cual permite inferir que la actividad de cefquinoma se mantiene a

valores de pH ligeramente por debajo del fisioldgico.

Al igual que en el caso anterior, la evolucién temporal del niimero de bacterias
viables obtenidas en las curvas de crecimiento y muerte bacteriana de las 5 cepas
autdctonas de S. aureus mostré similitud con el comportamiento de la cepa ATCC (Figura
10). En la tabla 5 se muestra el rango en el que oscil6 el CV para las curvas de crecimiento

y muerte a cada tiempo de muestreo.

Tabla 5: Rangos de valores de CV en la carga bacteriana a distintos tiempos de muestreo en las curvas de
crecimiento y muerte de seis cepas de S. aureus expuestas a diferentes concentraciones de cefquinoma a un
pH de 6,5.

Concentracién CV (%)

Crecimiento 1,27 - 2,80
0,5 x CIM 1,33-19,18
1 x CIM 1,83 -9,03
2 x CIM 1,39 - 6,56
4 x CIM 1,63 - 9,93
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Figura 10. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma equivalentes a 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x CIM y 4 x CIM durante 24
horas a pH 6,5. En cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en logip UFC/mL. Simbolos:
o ATCC 25.923; SA-01; eSA-02; e SA-03; ® SA-04; @ SA-05.

La evolucién temporal de la masa bacteriana de las seis cepas de S. aureus

expuestas a concentraciones fijas de cefquinoma durante 24 horas a pH de 5,5 puede

observarse en la figura 11. Como en los casos anteriores, no se hallaron diferencias

(p > 0,05) en la eficacia del antimicrobiano al incrementar la concentracion a valores 4

veces la CIM, tal como se aprecia en la tabla 6.
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Figura 11. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma durante 24 horas a pH 5,5. En cada tiempo de muestreo los valores se
hallan expresados en log;o UFC/mL. Simbolos: > crecimiento control; = 0,5 x CIM; ¢ 1 x CIM; A 2 x
CIM; e 4 x CIM. La linea horizontal corresponde a una reduccién de 3 logjo respecto del nimero inicial de

bacterias viables.
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Tabla 6. Eficacia antibacteriana de cefquinoma sobre seis cepas de S. aureus expuestas a concentraciones
constantes equivalentes a 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x CIM y 4 x CIM durante 24 horas en medio de cultivo
con pH ajustado a 5,5. La eficacia de cada concentracién se expresa como reduccion del logio del conteo
bacteriano observado al final, respecto del log;o del conteo bacteriano inicial. Los valores positivos deben
interpretarse como porcentaje de reduccion del nimero inicial de bacterias y los valores negativos deben ser
interpretados como porcentaje de incremento del nimero inicial de bacterias. Los resultados se expresan como
promedio + desvio estindar.

Horas 0,5x CIM 1x CIM 2x CIM 4 x CIM

0 - - - -

2 -13,07 £42,12 23,00 £ 8,60 30,06 £ 22,71 49,20 + 17,21
4 -28,79 £ 54,15 60,32+ 18,59 70,93 £31,54 84,29 +11,63
6 -54,52 + 135,40 93,78 £3,57 88,27 £9,46 93,890 +£2,82
8 45,91 +£25,93 97,21 £ 1,56 98,75+ 0,57 99,49 £ 0,17
10 63,17 £ 15,17 98,36 + 0,64 99,33 +0,40 99,61 +£0,18
24 -8,97 + 49,88 99,90 £ 0,05 99,88 + 0,04 99,91 +£0,03

En este ensayo, tal como se puede apreciar en la figura 12, la evolucién temporal
del nimero de bacterias viables fue similar en las seis cepas. En la Tabla 7 se muestra el
rango en el que vari6é el CV para las curvas de crecimiento y muerte a cada tiempo de
muestreo. Es de destacar, que al igual que en los casos anteriores, la mayor dispersion se
presentd a las 24 horas en las cepas expuestas a concentraciones de 0,5 x CIM, lo cual

evidencia un comportamiento menos predecible al emplear concentraciones sub-CIM.

Tabla 7: Rangos de valores de CV de la carga bacteriana a distintos tiempos de muestreo en las curvas de
crecimiento y muerte de seis cepas de S. aureus expuestas a diferentes concentraciones de cefquinoma a un
pHde5,5.

Concentracion CV (%)

Crecimiento 1,21-223
0,5 xCIM 3,34 -24,45
1 xCIM 1,75-8,21
2x CIM 1,59 -10,19
4x CIM 2,01 - 6,04
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Figura 12. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma equivalentes a 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x CIM y 4 x CIM durante 24
horas a pH 5,5. En cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en log;o UFC/ml. Simbolos:
o ATCC 25923;  SA-01; eSA-02; @ SA-03; e SA-04; e SA-05.

No se hallaron diferencias en la evolucién temporal del nimero de bacterias
viables de las seis cepas de S. aureus enfrentadas a concentraciones fijas de cefquinoma
equivalentes a 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x CIM y 4 x CIM en valores de pH de 7,4, 6,5 y
5,5.

La evolucién temporal de las poblaciones bacterianas observadas para cada valor
de pH en funcién de las diferentes concentraciones de cefquinoma ensayadas se presentan

en las figuras 13 a 16.
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Figura 13.- Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus expuestas a
concentraciones fijas de cefquinoma equivalentes a 0,5 x CIM durante 24 horas a diferentes valores de pH
en el medio de cultivo. En cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en logio UFC/mL.
Simbolos: ® pH 7,4; m pH 6,5; A pH 5,5.
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Figura 14. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus expuestas a concentraciones
fijas de cefquinoma equivalentes a 1 x CIM durante 24 horas a diferentes valores de pH en el medio de
cultivo. En cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en logio UFC/mL. Simbolos: ® pH

7,4; m pH 6,5; A pH 5,5.
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Figura 15. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus expuestas a concentraciones
fijas de cefquinoma equivalentes a 2 x CIM durante 24 horas a diferentes valores de pH en el medio de
cultivo. En cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en logio UFC/mL. Simbolos: ® pH
7,4; m pH 6,5; A pH 5,5.
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Figura 16. Evolucién temporal de 1a masa bacteriana de seis cepas de S. aureus expuestas a concentraciones
fijas de cefquinoma equivalentes a 4 x CIM durante 24 horas a diferentes valores de pH en el medio de
cultivo. En cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en logio UFC/mL. Simbolos: ® pH
7,4; m pH 6,5; A pH 5,5.
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IV.3.- Efecto del suero bovino sobre la actividad de cefquinoma

1V.3.1.- Evaluacion de la actividad antibacteriana intrinseca del suero bovino
Los resultados del proteinograma por electroforesis de los pooles de SBA y STsC
utilizados para la evaluacién in vitro de la actividad bactericida intrinseca del suero de

bovinos se presentan en la figura 17 y la tabla 8.

SBA STsC

@y <——— Alblimina ————> ”
04 <Z——— Alfa globulinas ——> m
— Betas globulinas ———"> 00

ﬁe — Gamma globulinas

Figura 17: Fracciones proteicas de pool de sueros proveniente de bovinos adultos (SBA) y de pool de
sueros agamaglobulinémicos de terneros sin calostrar (STsC) separadas por electroforesis.

Tabla 8. Proteinogramas de pool de sueros proveniente de bovinos adultos (SBA) y de pool de sueros
agamaglobulinémicos de terneros sin calostrar (STsC) obtenidos por electroforesis.

Fracciones proteicas SBA STsC

Proteinas totales 5,69 g% 4,59 g%
Albimina 2,48 g% 2,86 g%
Globulinas totales 3,21 g% 1,73 g%
Alfa globulinas 0,48 g% 0,86 g%
Beta globulinas 0,52 g% 0,71 g%
Gamma globulinas 2,21 g% 0,16 g%

Relacién albiiminas/globulinas 0,80 g% 1,70 g%

El pool de STsC presenté bajos niveles de globulinas totales a causa de la baja
concentracion de gammaglobulinas respecto del suero proveniente de un animal

inmunocompetente.
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La evolucién temporal de las masas bacterianas de S. aureus (ATCC 29213) en
CMH, CMH:STsC 50:50 y CMH:SBA 50:50 durante 10 horas se presentan en la figura
18.

10 1

log UFC/mL

Figura 18. Representacion semilogaritmica de la evolucidn temporal de la masa bacteriana de S. aureus
(ATCC 29213) en CMH (o), CMH:STsC 50:50 (A) y CMH:SBA 50:50 (=) durante 10 horas. En cada
tiempo de muestreo los datos estdn expresados como log;o del nimero de UFC/mL. Los valores se presentan
como promedio + desvio estdndar.

Puede observarse que esta cepa de S. aureus presentd en el suero de ternero sin
calostrar un desarrollo significativamente superior al registrado en el medio de cultivo
convencional, tal como lo demuestra la mayor masa bacteriana observada en
CMH:STsC respecto a CMH. Por otra parte, el desarrollo bacteriano en CMH:SBA
50:50 fue menor (p < 0,05).

La eficacia antibacteriana del medio de cultivo que incorpor6 el pool de sueros
agamaglobulinémicos (CMH:STsC 50:50) no pudo ser estimada ya que como se expresé
anteriormente, la sobrevida de esta bacteria en CMH:STsC 50:50 fue del 347,5 + 204,3%
respecto de la observada en CMH (Tabla 9). Sin embargo, la eficacia antibacteriana del

medio de cultivo que incorpord el pool de sueros de animales inmunocompetentes

(CMH:SBA 50:50) fue de 74,7 + 20,5%.
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Tabla 9. Sobrevida bacteriana de S. aureus (ATCC 29213) en las curvas de crecimiento realizadas
en CMH:STsC 50:50 y CMH/SBA 50:50. Los valores estin expresados como porcentaje del
nimero de bacterias sobrevivientes al final del ensayo respecto del desarrollo de una masa
bacteriana observada en CMH.

Medio de cultivo Porcentaje de sobrevida
CMH:STsC 50:50 347,5 £ 204,3%*
CMH:SBA 50:50 25,3 £20,5%*

* indica diferencias significativas.

1V.3.2.- Determinacion de la CIM en presencia de suero bovino

Como se mencioné anteriormente, los valores de CIM de cefquinoma en CMH
sobre las cepas de S. aureus fluctuaron entre 0,512 y 1,024 ug/mL, en tanto que luego de
la incorporacién de SBA, la misma descendié a valores de 0,256 y 0,512 pg/mL
dependiendo de la cepa estudiada, lo que determiné que en las seis cepas evaluadas el

valor de la CIM se redujera en un 50% (Figura 19).

127" ———
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ATCC29213  SA-01 SA-02 SA-03 SA-04 SA-05

Figura 19: Valores de concentracion inhibitoria minima (ug/mL) de cefquinoma sobre seis cepas
de S. aureus en presencia de SBA.

Se encontraron diferencias (p = 0,0067) entre los valores de CIM en CMH vy los
cultivos efectuados en caldo al que se le adicionaba SBA. Los resultados muestran que la
actividad antibacteriana de cefquinoma fue potenciada por los factores de respuesta

inmune presentes en el suero de los bovinos inmunocompetentes.
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IV.3.3.- Curvas de crecimiento y muerte bacteriana en presencia de suero bovino
La incorporacién de SBA al caldo de cultivo determiné que la CIM de cefquinoma
frente a las seis cepas de S. aureus se redujera en un 50%. A fin de estudiar las consecuencias
de este fendmeno sobre la evolucién de una poblacién bacteriana es que se construyeron
curvas de crecimiento para cada una de estas cepas. En las mismas se observé una reduccién
en el desarrollo de la poblacién bacteriana en presencia de SBA respecto de lo observado en
CMH. La eficacia antibacteriana del SBA expresada como porcentaje de reduccion del
desarrollo de la masa bacteriana respecto al desarrollo en CMH para las seis cepas a las 10

horas fue del 61,95 + 13,99%, en tanto que a las 24 horas fue de 59,68 + 23,99%.

Los valores de eficacia total de cefquinoma en presencia de SBA observados en cada
una de las concentraciones testeadas se presentan en la tabla 10, en tanto que la evolucién

temporal de la masa bacteriana de las seis cepas de S. aureus se presentan en la figura 20.

Tabla 10. Eficacia antibacteriana de cefquinoma sobre seis cepas de S. aureus expuestas a concentraciones
constantes equivalentes a 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x CIM y 4 x CIM durante 24 horas en medio de cultivo al
cual se le incorporé SBA. Los valores positivos deben interpretarse como porcentaje de reduccién del nimero
inicial de bacterias y los valores negativos deben ser interpretados como porcentaje de incremento del nimero
inicial de bacterias. Los resultados se expresan como promedio + desvio estdndar.

Horas CMH:SBA 0,5 x CIM 1x CIM 2x CIM 4x CIM
0 - - - - -
2 37,99 + 12,82 42,30+7,59 51,94 +30,77 92,40 +2,64 9522 +1,57
4 47,33 +23,56 94,93+ 1,83 9784 +1,12 9943+0,17 99,80+0,23
6
8

-2395,63 £2023,01 99,09 +1,46 99,24 +0,14 99,82+2,.82 99,95 +0,03
-11547,55£6316,39 99,84 £0,06 99,88+ 0,04 99,91 £0,04 99,95 + 0,02
10 -6797797 £19340,18 99,93 £0,06 99,90 +0,05 99,96 +0,01 99,95 +0,04
24 90997,05+47501,65 99,96 +0,02 9997+0,01 99,98+0,01 99,99+ 0,00

68




Resultados

ATCC 29213
10 1
8 4
=) =
E 6 £
2 2
SN 2
o0 o0
= =
2
0 T T 0 T
0 4 8 12 16 20 8 12 16 20 24
Horas Horas
SA-02 SA-03

log (UFC/mL)

log (UFC/mL)

0 T T 0 T
0 4 8 12 16 20 8 12 16 20 24
Horas Horas
SA-05
10
—(
8
=) =)
E £
&) @)
E 5
e %4
& 2 D
2
0 0

Horas

Figura 20. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma durante 24 horas en CMH al que se le incorporé SBA. En cada tiempo

de muestreo los valores se hallan expresados en log;o UFC/mL. Simbolos: >K crecimiento control en CMH;
X crecimiento control en CMH:SBA; = 0,5 x CIM; ¢ 1 x CIM; A 2 x CIM; e 4 x CIM. La linea punteada
horizontal corresponde a una reduccién de 3 logio respecto del logio del conteo bacteriano inicial.
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Las curvas de crecimiento y muerte bacteriana no presentaron diferencias entre
las seis cepas utilizadas en el ensayo (Figura 21). En la tabla 11 se muestra el rango en el

que oscil6 el CV para las curvas de crecimiento y muerte a cada tiempo de muestreo.

Tabla 11: Rangos de valores de CV de la carga bacteriana a distintos tiempos de muestreo en las curvas de
crecimiento y muerte de seis cepas de S. aureus expuestas a diferentes concentraciones de cefquinoma y SBA.

Concentracion CV (%)

Crecimiento en CMH 0,79 - 2,37
Crecimiento en CMH:SBA 1,27 - 4,59
0,5 x CIM 1,11-13,56
1 x CIM 1,85-10,46
2x CIM 1,29 - 244

4 x CIM 1,27 - 17,08

No se observé incremento en la eficacia antibacteriana al aumentar la
concentracién de cefquinoma a valores superiores a la CIM. Por otra parte, los valores de
eficacia total de cefquinoma en CMH:SBA observados en cada una de las
concentraciones fijas fueron mayores a los valores de eficacia total observados en CMH,
pudiéndose apreciar en las tablas 12 a 15 los puntos en los cuales se encontraron

diferencias.
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Figura 21. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma equivalentes a 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x CIM y 4 x CIM durante 24
horas en CMH:SBA. En cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en logio UFC/mL.

Simbolos: @ ATCC 25.923;

SA-01; eSA-02; @ SA-03; e SA-04; e SA-05.
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Tabla 12. Comparacién de la eficacia antibacteriana de cefquinoma sobre seis cepas de S. aureus expuestas
a concentraciones equivalentes a 0,5 x CIM durante 24 horas en CMH y CMH:SBA. Los valores positivos
deben interpretarse como porcentaje de reduccién del nimero inicial de bacterias y los valores negativos
deben ser interpretados como porcentaje de incremento del nimero inicial de bacterias. Los resultados se
expresan como promedio + desvio estdndar.

Horas CMH CMH:SBA
2 -4,94 +42.93 42,30 £ 7,59
4 -53,36 £ 82,08 94,93 + 1,83
6 -30,68 + 52,53 99,09 + 1,46
8 67,50 £ 9,84 99,84 + 0,06 )
10 84,62 +£7,31 99,93 + 0,06 *
24 -78,22 + 146,99 99,96 + 0,02 )

Tabla 13. Comparacién de la eficacia antibacteriana de cefquinoma sobre seis cepas de S. aureus expuestas
a concentraciones constantes equivalentes a 1 x CIM durante 24 horas en CMH o CMH:SBA. Los valores
positivos deben interpretarse como porcentaje de reduccién del nimero inicial de bacterias y los valores
negativos deben ser interpretados como porcentaje de incremento del nimero inicial de bacterias. Los
resultados se expresan como promedio + desvio estandar.

Horas CMH CMH:SBA
2 26,54 + 16,12 51,94 + 30,77
4 67,12 +18,83 97,84 + 1,12
6 83,59 + 9,42 99,24 + 0,14 ¥
8 95,53 + 2,20 99,88 + 0,04 ¥
10 97,49 + 1,32 99,90 + 0,05 ¥
24 99,93 + 0,02 99,97 +0,01 ¥

Tabla 14. Comparacién de la eficacia antibacteriana de cefquinoma sobre seis cepas de S. aureus expuestas
a concentraciones constantes equivalentes a 2 x CIM durante 24 horas en CMH o CMH:SBA. Los valores
positivos deben interpretarse como porcentaje de reduccién del nimero inicial de bacterias y los valores
negativos deben ser interpretados como porcentaje de incremento del nimero inicial de bacterias. Los
resultados se expresan como promedio + desvio estdndar.

Horas CMH CMH:SBA
2 40,99 + 15,39 92,40 + 2,64 *)
4 79,21 £ 17,60 99,43 +0,17
6 94,05 + 3,51 99,82 +2,82 ¥
8 98,59 + 0,83 99,91 + 0,04 &
10 99,48 £ 0,25 99,96 + 0,01
24 99,91 +£ 0,04 99,98 + 0,01 &
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Tabla 15. Comparacién de la eficacia antibacteriana de cefquinoma sobre seis cepas de S. aureus expuestas
a concentraciones constantes equivalentes a 4 x CIM durante 24 horas en CMH o CMH:SBA. Los valores
positivos deben interpretarse como porcentaje de reduccién del nimero inicial de bacterias y los valores
negativos deben ser interpretados como porcentaje de incremento del nimero inicial de bacterias. Los
resultados se expresan como promedio + desvio estdndar.

Horas CMH CMH:SBA
2 50,60 + 10,79 95,22 + 1,57 %
4 83,18 £ 16,55 99,80 + 0,23 ¥
6 95,54 + 423 99,95 + 0,03
8 99,03+ 0,41 99,95 + 0,02
10 99,45 + 0,21 99,95 + 0,04
24 99,94 + 0,03 99,99+ 0,00 )

En las figuras 22 a 25 puede evidenciarse que concentraciones iguales a la mitad
de la CIM en presencia de suero consiguieron reducir la masa bacteriana en 3 logio
respecto del logio del conteo bacteriano inicial, lo cual demuestra que a concentraciones
inferiores a CIM la cefquinoma consigue desarrollar su actividad bactericida, lo cual pone

en evidencia que factores inespecificos presentes en el suero potencian su accionar.

Por otra parte, cuando las concentraciones fueron iguales o superiores a la CIM,
si bien el test estadistico hall6 diferencias en el porcentaje de eficacia del fairmaco al
incorporar SBA al medio de cultivo (CMH), es preciso sefialar que las mismas solamente
cobran trascendencia clinica con concentraciones iguales a 4 veces la CIM, ya que en este
caso se consigue un efecto de erradicacion bacteriana al disminuir en 4 logio la carga
microbiana inicial (Sidhu, y col., 2010), mientras que a 1 x CIM y 2 x CIM se consigue

el efecto bactericida.
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Figura 22. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma equivalentes a 0,5 x CIM durante 24 horas en CMH y CMH:SBA. En
cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en logio UFC/mL. Simbolos: m crecimiento en
CMH; = crecimiento en CMH:SBA. La linea punteada horizontal azul corresponde al logio del conteo de
bacterias viables inicial, en tanto que las lineas roja y verde corresponden a una reduccion de 3 y 4 logio
respecto del logio del conteo bacteriano inicial respectivamente.
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Figura 23. Evoluciéon temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma equivalentes a 1 x CIM durante 24 horas en CMH y CMH:SBA. En
cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en log;o UFC/mL. Simbolos: m crecimiento en
CMH,;

crecimiento en CMH:SBA. La linea punteada horizontal azul corresponde al log; del conteo de

bacterias viables inicial, en tanto que las lineas roja y verde corresponden a una reduccion de 3 y 4 logio
respecto del log)o del conteo bacteriano inicial respectivamente.
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Figura 24. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma equivalentes a 2 x CIM durante 24 horas en CMH y CMH:SBA. En
cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en log;o UFC/mL. Simbolos: m crecimiento en
CMH,;

crecimiento en CMH:SBA. La linea punteada horizontal azul corresponde al log; del conteo de

bacterias viables inicial, en tanto que las lineas roja y verde corresponden a una reduccion de 3 y 4 logio
respecto del log)o del conteo bacteriano inicial respectivamente.
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Figura 25. Evolucién temporal de la masa bacteriana de seis cepas de S. aureus enfrentadas a
concentraciones fijas de cefquinoma equivalentes a 4 x CIM durante 24 horas en CMH y CMH:SBA. En
cada tiempo de muestreo los valores se hallan expresados en logio UFC/mL. Simbolos: m crecimiento en
CMH; = crecimiento en CMH:SBA. La linea punteada horizontal azul corresponde al logio del conteo de
bacterias viables inicial, en tanto que las lineas roja y verde corresponden a una reduccion de 3 y 4 logio
respecto del logio del conteo bacteriano inicial respectivamente.
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IV.4.- Determinacion de efectos de persistencia

La evolucién temporal de la poblacion bacteriana de las seis cepas de S. aureus luego
de haber sido expuestas a concentraciones suprainhibitorias de cefquinoma (4 x CIM) durante
dos horas (EPA), asi como la evolucién luego de ser expuestas a concentraciones
suprainhibitorias (4 x CIM) durante dos horas y reexpuestas a concentraciones
subinhibitorias (0,25 x CIM) durante ocho horas (EPA sub-CIM) se encuentran
representadas graficamente en la figura 26. Los valores estimados de EPA y EPA sub-CIM

se presentan resumidos en la tabla 16.

Tabla 16. Efecto posantibidtico (EPA) y efecto posantibidtico sub-CIM (EPA sub-CIM) de cefquinoma
sobre seis cepas de S. aureus.

Parametro ATCC SA-01 SA-02 SA-03 SA-04 SA-05 Media DE CV%

EPA (hs) 087 082 -010 0,19 040 078 049 039 79,68
EPA sub-CIM (hs) 3,89 398 293 3,03 3,11 403 350* 052 1495

Los resultados obtenidos, muestran que el EPA de cefquinoma sobre las cepas de
S. aureus fue de corta duracién (0,49 + 0,39 horas). Por el contrario, el EPA sub-CIM
inducido por la reexposicidn de las bacterias a una concentracion equivalente a 0,25 x CIM
present6 valores de 3,50 £+ 0,52 horas, los que fueron significativamente mayores (p < 0,05)

a los obtenidos en el EPA.

Un hallazgo importante observado en el ensayo de EPA sub-CIM, es que en los
in6culos que fueron reexpuestos a concentraciones subinhibitorias (0,25 x CIM), el
recuento de bacterias viables continué decreciendo durante un periodo de 1 a 2 horas
luego de realizada la dilucién del antibidtico, lo cual indica que la actividad antibacteriana

no fue completamente suprimida durante el ensayo de EPA sub-CIM.
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Figura 26. Evolucién de la masa bacteriana de S. aureus en ensayos de EPA y EPA sub-CIM. En el ensayo
de EPA los indculos se expusieron a concentraciones suprainhibitorias de cefquinoma (4 x CIM) durante 2
horas y posteriormente se eliming al antibidtico del medio de cultivo. En el ensayo de EPA sub-CIM, los
inéculos se expusieron a concentraciones suprainhibitorias (4 x CIM) y seguidamente éstas se redujeron a
concentraciones subinhibitorias (0,25 x CIM) mediante dilucién. En cada grafico, la flecha negra indica el
tiempo en el que se realizd la dilucién del antibidtico. Los valores se hallan expresados como log;o UFC/mL.

Simbolos: e control;

EPA; A EPA sub-CIM.
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V.- DISCUSION
V.1.- Concentracion Inhibitoria Minima

Los valores de CIM de cefquinoma estimados para las 30 cepas de S. aureus
meticilino sensibles, aisladas de secreciones lacteas de vacas en produccion afectadas por
mastitis, se hallaron dentro de un intervalo de concentraciones comprendido entre 0,512
y 1,024 pg/mL. Estos valores son similares a los registrados en ensayos realizados con
cepas de S. aureus aisladas en el continente europeo, donde Limbert y colaboradores
(1991) reportaron que la CIMsg era de 0,781 pg/mL, y la CIMyo de 1,563 pg/mL, en tanto
que Schmid y Thomas en el afio 2002 indicaron que la CIMso fluctuaba entre 0,25 a 1,0
ug/mL y la CIMgg de 0,5 a 1,0 pg/mL.

Nuestro grupo de trabajo también determiné hace algunos afios la sensibilidad a la
cefquinoma de 120 cepas de S. aureus meticilino sensibles aisladas de casos de mastitis
clinica o subclinica que afectaban a vacas en produccién (Russi y col.,, 2008). Las muestras
pertenecian a la coleccién de microorganismos del Laboratorio de Bacteriologia del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, EE Rafaela) y se habian obtenido
de 39 establecimientos de la cuenca lechera central argentina durante los afios 2001 a 2006.
La determinacion de la CIM se efectud por el método de dilucién en placa y los resultados
determinaron que la concentracion de cefquinoma que causé inhibicién del desarrollo en el

50% de las cepas estudiadas era de 0,4 ug/mL, en tanto que la CIMy era de 0,8 pg/mL

En trabajos desarrollados en el afio 1992 por Chin y colaboradores, donde se
caracteriz6 la actividad de cefquinoma frente a varios microorganismos, se report6 que la
concentracion que inhibia el desarrollo del 90% de las cepas de S. aureus meticilino

sensibles era de 2 pg/mlL, en tanto que para las meticilino resistentes ascendia a 8 ug/mL.

En un estudio donde se evalud la susceptibilidad de 169 cepas de S. aureus, de las
cuales 98 eran mecA negativas y las restantes positivas, se determiné que la CIM variaba
de 0,25 a 4 pg/mL para las negativas, y de entre 1 a 16 ug/mL para las cepas mecA
positivas. El ensayo se realizé mediante la técnica de microdilucién en placa, y del total

de bacterias utilizadas, 145 fueron de origen humano, en tanto que las otras 24
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procedieron de aislamientos de porcinos, siendo 21 de ellas mecA positivas (Aarestrup y

Skov, 2010).

Respecto a la CIM de la cepa de referencia, es preciso sefialar que el valor que
nosotros encontramos es coincidente al reportado por algunos investigadores (Thomas y
col.; 2006; Xiong y col.; 2016), pero ligeramente superior a lo que se informa en otros
trabajos, referenciando una CIM de 0,25 ng/mL (Ahmad y col., 2014; Wang y col., 2014).
Posiblemente estas diferencias en los valores radiquen en que el cdlculo de la CIM se
efectia utilizando diluciones dobles de antimicrobiano, dejando entre diluciones una zona
de incertidumbre. Por otra parte, también se debe considerar el método empleado para
realizar la determinacion, ya que se acepta que los valores de CIM obtenidos mediante el
método de microdilucién pueden ser una dilucién menor a los que se obtienen por el

método de macrodilucién (Garcia Rodriguez y col., 2000).

Cabe sefialar que otras de las cepas de referencia de S. aureus es la Newbould 305,
la cual tiene la particularidad de haber sido aislada a partir de un caso de mastitis, y de
acuerdo a la literatura, la CIM de cefquinoma frente a esta bacteria también es 0,5 pg/mL

(Yuy col, 2016).

Los resultados obtenidos en las curvas de muerte bacteriana muestran que S.
aureus enfrentado a cefquinoma presenta una cinética de muerte dependiente del tiempo

de contacto de la bacteria con el antibidtico.

La actividad de la cefquinoma fue bacteriostatica o levemente bactericida a 0,5 x
CIM, en tanto que 24 horas de exposiciéon de una concentraciéon de cefquinoma
equivalente a 1 x CIM redujo la carga bacteriana inicial en un 91,0 £ 16,5%. La mayor
eficacia de cefquinoma se manifesté a concentraciones de 2 x CIM y 4 x CIM, las cuales
luego de 24 horas de contacto lograron una reduccién del 99,9% sobre el nimero inicial de
bacterias viables. Todo esto permite inferir que probablemente no se podria lograr un
incremento mayor de eficacia de cefquinoma con concentraciones superiores a 4 x CIM.
Finalmente, como se mencionara, los resultados muestran la importancia que tiene el

tiempo de exposicion de las bacterias a cefquinoma para garantizar su eficacia.
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Estos resultados son coincidentes con los reportados por Yu y colaboradores
(2016), quienes indican que los perfiles de las curvas de muerte bacteriana presentan baja
correlacidn con la concentracion de cefquinoma a la que es expuesta el microorganismo,

ya que la velocidad de muerte no se modificé con el aumento de la concentracion de esta.

Es importante sefialar que estos mismos autores, empleando un modelo de mastitis
murino, reportaron que a medida que la dosis intramamaria aumentaba, los recuentos
bacterianos en el tejido de la glandula disminufan después de las 24 horas, lo que sugiere
que in vivo se presenta una actividad dependiente de la dosis. Estos investigadores
concluyen que el porcentaje del intervalo de tiempo entre dosis durante el cual la
concentracion de cefquinoma se mantiene por encima de la CIM (%t>CIM) y la relacién
AUC)24/CIM son los principales indices predictores de eficacia antibacteriana de
cefquinoma después de su administracion intramamaria, y postulan que para conseguir una
accion bacteriostética, el %t>CIM debe ser al menos de 7,59% vy la relacion AUCy.24/CIM
de al menos 6,91 horas, en tanto que para conseguir una reduccién de 1,8 logipen la carga
bacteriana, los valores de estos indicadores se incrementan a 35,98% y 137,43 horas,
respectivamente, destacando que los mismos son factibles de alcanzarse en los regimenes

de dosificacion clinica.

Luego de la aplicacién de cefquinoma en bovinos mediante pomos intramamarios,
el farmaco fue detectado durante 108 horas en la leche proveniente tanto de los cuartos
sanos como de los afectados por mastitis, lo que, en un esquema de ordefios con intervalos
de 12 horas, representa un total de nueve ordefies. Teniendo en cuenta el perfil de las
concentraciones licteas, el tiempo durante el cual las mismas superaron la CIM (0,24
pg/mL) fue de 54 + 34 horas y 42 + 18 horas en cuartos sanos y mastiticos
respectivamente (Zonca y col., 2011). Estos mismos autores indican que teniendo en
cuenta que los reportes de CIM para 229 cepas de S. aureus aisladas en Europa y América
del norte entre los afios 1990 y 2002 se halla dentro de un intervalo de concentraciones
comprendido entre 0,5 a 1 ug/mL, el tiempo en que las concentraciones superan la CIM
es de 44 a 46 horas. Dado que los valores de CIM que encontramos estdn dentro de estos

rangos, dichas consideraciones podrian ser extrapoladas a nuestros resultados.
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Por otra parte, en un modelo in vitro en el cual se emplearon glandulas mamarias
bovinas perfundidas para evaluar la distribucién tisular de cefquinoma simulando una
aplicacion intramuscular, se encontré que las concentraciones en el tejido mamario a las
4 y 6 horas posteriores a la administracién oscilaban entre 0,5 a 1,0 pg/g. Teniendo en
cuenta que la cefquinoma se distribuye principalmente en el liquido extracelular, y dado
que en el citado ensayo las muestras empleadas para determinar las concentraciones
tisulares del antimicrobiano provenian mayoritariamente de liquido intracelular, se
garantizaria que las bacterias con capacidad de localizarse intracelularmente como S.
aureus estén expuestos a concentraciones iguales a los valores de CIM obtenidos en
nuestro ensayo, mientras que las que estén situadas a nivel extracelular en realidad
estarfan expuestas a concentraciones superiores a las determinadas en este estudio

(Ehinger y col., 2006).

V.2.- Efecto del pH sobre la actividad de cefquinoma

Cuando evaluamos el crecimiento bacteriano de S. aureus a diferentes valores de
pH, estoes 7,4, 6,5y 5,5 a fin de posteriormente determinar si la actividad antibacteriana
de cefquinoma se modificaba en funcién del pH del medio, no se encontraron diferencias

en la magnitud del desarrollo bacteriano.

Es conocida la capacidad del S. aureus para poder desarrollarse en ambientes con
pH ligeramente 4cidos, tal el caso de vagina, tracto urinario, piel, e incluso dentro de los
fagolisosomas, donde el pH llega a valores comprendidos entre 5 a 5,5 (Valero y col,,
2009). No obstante, esta capacidad de adaptacion, el pH 6ptimo para el desarrollo de este

microorganismo se encuentra entre valores de pH de entre 6,0 y 7,0 JCMSF, 1996).

Si bien dentro del rango de valores de pH utilizados en ente estudio no
encontramos diferencias en el crecimiento bacteriano, es importante sefialar que no sélo
el valor de pH del medio puede condicionar la capacidad de desarrollo de estos
microorganismos, sino que también influye el 4cido utilizado para modificarlo, asi por
ejemplo a igual valor de pH, el desarrollo del S. aureus es menor cuando se ajusta con

dcido acético que cuando se emplea 4cido clorhidrico (Sutherland y col., 1994).
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Estudios previos han demostrado que la tasa de muerte bacteriana generada por
un antibidtico puede variar dependiendo del pH. Asi, Lamp y colaboradores (1992)
demostraron que la actividad de un lipopéptido como daptomicina, fue afectada por
cambios en el pH. A medida que el pH aumentaba, la actividad de daptomicina frente a
S. aureus también se incrementaba. Sin embargo, cabe sefialar que estos ensayos se
llevaron a cabo sélo durante 6 horas, por lo que se desconoce si estas diferencias se
habrian mantenido después de 24 h de exposicién. En el caso de vancomicina, se encontrd
que esta presentaba mayor efectividad frente a S. aureus cuando el pH del medio de
cultivo se ajustaba a un valor de 8,0 en lugar de 6,4. Por su parte, en el caso de

oritavancina el cambio en el pH no afect6 la tasa de muerte (Mercier y col., 2002).

En el caso de macrdélidos, clindamicina y gentamicina se encontré que la actividad
antibacteriana de estos disminuia al descender el pH (Baudoux y col., 2007). Similares
resultados se reportaron para las fluoroquinolonas norfloxacina, ciprofloxacina y
moxifloxacina (Zeiler, 1985). En el caso de oxacilina, un betalactamico, la disminucién
del pH del medio determin6 que la CIM frente a S. aureus se redujera 8 veces (Baudoux

y col., 2007).

Se ha comprobado que la exposicién de S. aureus a un pH ligeramente dcido
modifica la expresion de aproximadamente unos 400 genes (Weinrick y col., 2004), lo
cual podria determinar que la bacteria disminuya su sensibilidad a los antimicrobianos,
tal como acontece cuando el microorganismo es expuesto a un shock térmico o cuando
forma biofilms (Donlan y Costerton, 2002). Sin embargo, la principal razén determinante
de la disminucién de la actividad de los antibidticos a causa de variaciones en los valores
de pH del medio seria que esta situacién, modificaria tanto la accesibilidad como asi
también la unién del antimicrobiano al sitio blanco. En ese contexto el pH 4acido
perjudicaria el ingreso de bases débiles al interior bacteriano, tal el caso de los macrélidos
como resultado de una mayor ionizacién de estos (Dalhoff y col., 2005). Otro caso seria
el de gentamicina, debido a que la disminucién del pH reduce el gradiente electroquimico
de protones transmembrana, y por ende la fuerza impulsora necesaria para la captacién

de aminoglucésidos dependiente de un sistema de transporte (Eisenberg y col., 1984).
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El hecho de que en nuestro ensayo no encontrdramos diferencias tanto en la CIM
como en el perfil de las curvas de evolucién de la masa bacteriana en funcién del pH del
medio, estaria relacionada fundamentalmente con la caracteristica zwitterionica de
cefquinoma. La influencia del pH del medio sobre este tipo de moléculas quedd
claramente evidenciada en un ensayo en el cual se compard la actividad de dos
fluoroquinolonas; delafloxacina y moxifloxacina, las cuales difieren en sus propiedades
acido-base, a saber, la primera es un compuesto débilmente 4dcido, en tanto que la segunda
es zwitterionica. Los resultados obtenidos en ese estudio indicaron que delafloxacina era
muy activa contra todas las cepas de S. aureus bajo estudio, incluidas las resistentes a
moxifloxacina. Estos autores concluyen que el pH 4cido aumenté notablemente la
captacion intracelular de delafloxacina, ya que a pH 4cido, el 50% de ésta se encuentra
bajo la forma no ionizada, mientras que sélo el 11% de la moxifloxacina estd presente
como zwitteridn, lo cual favorece la captacion de delafloxacina. Una vez dentro de las
bacterias, donde el pH es neutro, delafloxacina es desprotonada y por ende menos
difusible que moxifloxacina, quien permanecerd principalmente como zwitteridnica

(Lemaire y col, 2011).

V.3.- Efecto del suero bovino sobre la actividad de cefquinoma

Ante el ingreso de patdgenos infecciosos a la circulacidn general, tales como virus
y bacterias, los anticuerpos naturales (AcN), el complemento y los linfocitos T tempranos,
son cruciales para potenciar la inmunogenicidad y el control eficiente de los patégenos

infecciosos evitando la infeccidn de érganos vitales (Baumgarth y col., 2000).

No obstante, los ensayos in vitro utilizados para evaluar la eficacia de los
antibidticos, como son la determinacién de la CIM, el EPA y la construccion de curvas
de muerte, entre otros, no permiten valorar el impacto de estos factores de respuesta
inmune sobre la actividad del antibiético, de manera que la eficacia resultante equivale a

la que se observaria en un paciente inmunosuprimido (Levison y Levison, 2009).

Una alternativa para estudiar el impacto de la actividad de los factores de respuesta
inmune de base humoral sobre un in6culo bacteriano es modificar el modelo in vitro,

incorporando al medio de cultivo suero de un individuo adulto (SBA) que se asume
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proveniente de un animal inmunocompetente, a fin de adicionar factores de respuesta

inmune adaptativa e innata y evaluar el efecto de éstos en la sobrevida bacteriana.

El sistema inmune del ternero al nacer es considerado como inmaduro y es incapaz
de responder con eficiencia frente a la invasién por parte de microorganismos patégenos
(Roy, 1980), lo cual hace que éste tenga dificultad para controlar las bacteriemias (Levy,
2007) y sea més susceptible de padecer enfermedades infecciosas (Rajaraman y col.,
1997). Se acepta que el ternero al nacer es hipogamaglobulinémico (Roy, 1980), ya que
la estructura sindesmocorial de la placenta del bovino, impide el pasaje de

inmunoglobulinas desde la circulacién materna hasta la circulacién fetal (Senger, 1997).

Estos enunciados se corroboran con los resultados obtenidos en nuestro ensayo,
en donde se puede apreciar la casi ausente fraccién de inmunoglobulinas en la corrida
electroforética del STsC, en el que la concentracién de gammaglobulinas fue de 0,16 g%
respecto de una concentracion de 2,16 g% presentes en el suero bovinos adultos. También
los niveles séricos de las fracciones proteicas del complemento estdn disminuidos en los
recién nacidos y constituyen un 12 a un 60% de los niveles presentes en los animales

adultos (Levy, 2007).

En nuestro ensayo se evalud la actividad bactericida intrinseca del suero bovino
expresandola como porcentaje de reduccién de la masa bacteriana viable y se encontrd
que el desarrollo de esta cepa en el suero de ternero sin calostrar era significativamente
superior al registrado en el medio de cultivo convencional, en tanto que en caldo Mueller
Hinton (CMH) suplementado con suero de animales adultos (CMH:SBA) el desarrollo
bacteriano fue menor. Este mayor desarrollo bacteriano en CMH:STsC aporta
informacién para comprender cémo la circulacién general de un ternero que no ha
calostrado puede constituir un medio de cultivo ideal para este microorganismo, que es

uno de los responsables de las infecciones al periparto (Besser y Gay, 1994).

Por otra parte, la actividad bactericida del suero ha sido reportada por nuestro
grupo de trabajo en distintas especies animales; asi, no sélo se observé en el suero de

bovino sobre cepas de S. aureus y E. coli y (Giacomino y col., 2011), sino también en el
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suero de canino sobre cultivos de E. coli (Giacomino y col., 2012) y en el suero de yacaré

(Caiman latirostris) sobre cepas de E. coli (Siroski y col., 2015).

Esta actividad bactericida intrinseca del suero podria ser explicada por el accionar
conjunto de los AcN y el complemento como primera linea de defensa inespecifica ante

el ingreso de microorganismos a la circulacién general.

Los AcN son anticuerpos polirreactivos, producidos sin una estimulacién
antigénica previa y que estdn dirigidos hacia antigenos propios y hacia estructuras
microbianas comunes como los patrones moleculares asociados a patégenos (Avrameas,
1991). Los AcN actuan en la etapa de reconocimiento inicial y opsonizacién de los
patégenos que ingresan a la circulacidn general, contribuyendo a la eliminacién de estos
por una accién combinada con el complemento, dando lugar a la formacion del complejo
de ataque de membrana, o favoreciendo la fagocitosis (Hangartner y col., 2006;

Ehrenstein y Notley, 2010).

El sistema del complemento estd conformado por varias proteinas plasmaticas,
que al activarse producen la destruccién de los microorganismos y desencadenan el
proceso de inflamacién. Ya sea que el complemento se active por la via alternativa o la
via de las lectinas, se produce la sintesis de la fraccién C3b iniciando una cascada de
activacion de fracciones proteicas séricas que culminan con el ensamble del complejo de
ataque de membrana sobre la superficie de los patégenos invasores, dando lugar a la
formacién de poros que a causa del desbalance electrolitico provocan la lisis de las
bacterias o las particulas virales (Tosi, 2005). De esta manera, el complemento es un
componente importante de la respuesta inmune innata que es autosuficiente para defender
al organismo de patégenos invasores sin necesidad de la participacién de los componentes

del sistema inmune adaptativo.

Es de destacar que el porcentaje de bacterias viables de S. aureus en presencia de
SBA fue significativamente mayor al que se encontrara cuando cepas de E coli fueron
expuestas a SBA (Giacomino y col., 2012). La menor susceptibilidad de esta bacteria a

la actividad bactericida intrinseca del suero bovino podria ser explicada por la capacidad
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de poseer la misma para evadir la respuesta inmune innata mediante la excrecion al medio
de diversas fracciones proteicas. Entre las proteinas de evasioén secretadas se halla la
proteina estafilocdcica inhibidora del complemento (SCIM), que bloquea todas las vias
de activacion del mismo; la clésica, la alternativa y la via de las lectinas (Roijakkers, y
col., 2005). Asimismo, debe destacarse que esta bacteria también secreta péptidos que
bloquean la accién de los péptidos endégenos con actividad bactericida como las alfa-

defensinas (Jin y col., 2004).

Cabe aclarar que en este estudio solamente hemos evaluado la actividad
bacteriolitica intrinseca del SBA y que debemos asumir que la participacién fagocitica y
bactericida de los polimorfonucleares neutréfilos, facilitada por la actividad opsonizante
del complemento y de los anticuerpos especificos sobre S. aureus, contribuirian a

incrementar la eliminaciéon bacteriana.

Al momento de evaluar el efecto de la incorporacién de SBA al caldo de cultivo sobre
la CIM de cefquinoma frente a las cepas de S. aureus, encontramos que la misma se reducia
en un 50%. Del mismo modo, al estudiar este efecto mediante curvas de crecimiento
bacteriano, encontramos que los valores de eficacia total de cefquinoma en CMH:SBA
observados en cada una de las concentraciones fijas fueron mayores a los valores de
eficacia total observados en CMH. Es importante destacar que no se observd incremento
en la eficacia antibacteriana al aumentar la concentracién de cefquinoma a valores

superiores a la CIM.

El efecto del suero, ya sea humano o de otras especies animales, potenciando el
accionar de los antimicrobianos en modelos in vitro ha sido descrito para varios farmacos
frente a diversos microorganismos (Pruul y Reynolds, 1972; Marca y col.,1973; Dutcher
y col.1978; Pruul y McDonald, 1992). No obstante, la incorporacion de suero al caldo de
cultivo no siempre potencia la actividad del antimicrobiano, ya que cuando el farmaco
presenta un alto grado de unién a proteinas plasméticas, la actividad del mismo en los
ensayos in vitro se ve disminuida, ya que solamente la fraccién libre esta disponible para

ejercer su efecto (Zeitlinger y col., 2011).
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En algunos de los casos, el suero ha mostrado un efecto paradéjico en cuanto a su
actividad antibacteriana. Asi, la actividad de la anfotericina B contra C. albicans ATCC
24433 se potencié cuando pequenas cantidades de suero se incorporaron al medio de
cultivo, mientras que se atenud a concentraciones mds altas de suero (Richie y col., 2012).
Este mismo efecto también fue observado para el accionar del antibiético MU 1140 contra
S. aureus, con el maximo efecto bactericida en una concentraciéon sérica del 25%
(Ghobrial y col., 2010). Estos autores sefialan que incluso el efecto de la incorporacién
del suero varia en funcién del microorganismo, asfi, la actividad del MU1140 en presencia

de suero disminuy6 frente a S. pneumoniae, pero se incremento contra S. aureus.

En conclusidn, nuestro estudio permitié destacar el importante papel que juega la
respuesta inmune de base humoral innata en la defensa de un organismo viviente en la
eliminacién de cepas de S. aureus causantes de mastitis, a la vez que potencia el accionar

de la cefquinoma sobre las mismas.

V.4.- Determinacion de efectos de persistencia

Los resultados obtenidos en las curvas de muerte bacteriana muestran que
cefquinoma presenta sobre S. aureus un comportamiento farmacodindmico que se
corresponde con el de un antibiético cuya actividad es dependiente del tiempo de contacto
con las bacterias sensibles. También permiten inferir que probablemente no se podria
lograr un incremento de eficacia de cefquinoma con concentraciones mayores a 4 veces
la CIM. No obstante, es importante poder valorar lo que sucede cuando este

microorganismo se enfrenta a concentraciones subinhibitorias.

En este caso, el EPA de cefquinoma fue demasiado corto (0,50 £ 0,70 horas),
como para considerar que este efecto de persistencia pudiese llegar a tener impacto en el
disefio de un esquema terapéutico dirigido a tratar una infeccién provocada por S. aureus.
Similares resultados fueron reportados por Ahmad y colaboradores (2015), quienes
observaron que el EPA oscilaba entre 0,1 y 0,6 horas, dependiendo de la concentracién y

el tiempo de contacto usado en el ensayo.
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Sin embargo, en la evaluacion de estos resultados debe considerarse que un ensayo
in vitro de EPA, constituye un procedimiento de laboratorio en el cual un indculo
bacteriano es expuesto a elevadas concentraciones de un antibidtico durante un periodo
breve de tiempo, para posteriormente remover el mismo del medio de cultivo,
constituyendo esto una situacién que nunca se produce como tal en un organismo
viviente, en donde las concentraciones de un antibiético no desaparecen de un momento

a otro, sino que fluctiian a causa de los procesos farmacocinéticos (Toutain y col., 2002).

En vista de lo mencionado, el modelo in vitro empleado para determinar el EPA
sub-CIM, en donde las bacterias luego de ser expuestas a concentraciones
suprainhibitorias de antibiético (>CIM) durante un corto periodo de tiempo (1 a 2 horas),
son seguidamente expuestas a concentraciones subinhibitorias (<CIM), constituye un
modelo semidindmico que simula el decaimiento de las concentraciones del antibidtico
en el sitio de localizacién del patégeno en funcién del tiempo, imitando asi lo que ocurre

en un organismo viviente (Mueller y col., 2004).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la actividad de las
concentraciones subinhibitorias de cefquinoma sobre las cepas de S. aureus que habian
sido previamente expuestas a concentraciones suprainhibitorias, lograron retrasar el inicio
de la fase de crecimiento bacteriano por un periodo de 3,55 + 0,60 horas, el cual fue

significativamente mayor (p < 0,05) al valor observado en el ensayo de EPA.

La actividad de cefquinoma demostrada en el ensayo de EPA sub-CIM debe ser
interpretada en funcién del impacto que esta actividad persistente tendria en un escenario
in vivo. La mayoria de las veces la actividad de un antibi6tico observada in vivo es mayor
a la registrada in vitro, y eso es asi porque en los ensayos de laboratorio no se tiene en
cuenta el papel que juega la respuesta inmune del individuo, la cual es indispensable para
el éxito de la terapéutica antibidtica, por lo que debe considerarse a los antibidticos como

una terapia adyuvante de las defensas naturales del individuo (Blondeau, 2009).

Desde hace mucho tiempo se ha observado que las bacterias en fase post

antibidtica son mas sensibles a la fagocitosis y muerte por la accién de leucocitos, y a este
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fenémeno se lo denomind; efecto post antibidtico estimulador de leucocitos (PALE) (Mc
Donald y col., 1981; Pruul y col., 1981), y en un individuo que estd recibiendo un
tratamiento antibidtico, el PALE se adiciona al EPA sub-CIM prolongando la actividad

del antibidtico atin en presencia de muy bajas concentraciones de éste.

En este sentido, muchos autores han reconocido que el EPA sub-CIM es un pardmetro
farmacodindmico que puede llegar a tener gran impacto sobre el disefio de regimenes
terapéuticos (Cars y Odenholt-Torngvist, 1993; Lim y Yun, 2001, Odenholt, 2001; Onufrak
y col., 2016), ya que en un tratamiento antibidtico, las concentraciones subinhibitorias
siempre estdn presentes, ya sea durante la fase de eliminacién terminal (dosis tnica) o entre
dos administraciones (tratamiento a intervalos regulares), y el EPA sub-CIM probablemente

refleje de manera mds préxima la actividad in vivo de un antibidtico de lo que lo haria el EPA.

El significado clinico del EPA sub-CIM reside entonces en considerar que el
retraso en el crecimiento bacteriano actiia a manera de “buffer” cuando durante la fase de
eliminacidén la concentracién del antibidtico cae a niveles subinhibitorios, al tiempo que
durante esta etapa las bacterias parecen ser mas susceptibles a la actividad antibacteriana

de los factores de respuesta inmune del organismo.

No obstante, la persistencia de la actividad de concentraciones subinhibitorias de
cefquinoma sobre S. aureus observada en este ensayo, son necesarios mds estudios para
obtener informacién que permita incorporar el EPA sub-CIM como pardmetro PK/PD en

el disefio de los regimenes terapéuticos de este antibidtico.
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VI - CONCLUSIONES
A partir del trabajo realizado y a la luz de los resultados obtenidos, se llegé a las

siguientes conclusiones:

- La CIM de cefquinoma para las cepas de S. aureus aisladas de secreciones lacteas de vacas
en produccién afectadas por mastitis se hall dentro del intervalo de concentraciones

comprendidas entre 0,512 y 1,024 pg/mL.

- El pH del medio de cultivo, en los valores evaluados, 5,5, 6,5 y 7,4, no modificé la CIM de

cefquinoma frente a estas cepas de S. aureus.

- La magnitud del desarrollo bacteriano valorado a través de las curvas de crecimiento fue

similar en los tres valores de pH ensayados.

- La cinética de muerte bacteriana de las cepas de S. aureus enfrentadas a cefquinoma fue

dependiente del tiempo de contacto entre la bacteria y el antibidtico.

- El desarrollo de S. aureus en presencia de suero de bovinos adultos fue menor al observado
en medio de cultivo convencional, poniendo en evidencia la actividad bactericida intrinseca

del suero.

- La actividad antibacteriana in vitro de cefquinoma fue potenciada por los factores de
respuesta inmune presentes en el suero de los bovinos adultos, determinando una disminucién

del 50% en el valor de la CIM.

- La persistencia de actividad antibacteriana de concentraciones sub-inhibitorias de
cefquinoma frente a las cepas de S. aureus bajo estudio fue de corta duracién, con un EPA de
0,49 + 0,39 horas. Por su parte el EPA sub-CIM inducido por la reexposicion de las bacterias

a una concentracién equivalente a 0,25 x CIM present6 valores de 3,50 + 0,52 horas.

- El presente estudio constituye un aporte de informacidn acerca de la actividad antibacteriana
de cefquinoma sobre cepas de S. aureus que puede ser utilizada para una mejor comprension
de la interaccién de la triada antibidtico-bacteria-organismo, a fin de mejorar el disefio de los
regimenes posoldgicos adaptdndolos a las caracteristicas del organismo causante de la
infeccion.
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