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Capitulo I. Introduccion

CAPITULO I. INTRODUCCION

[.1. QUINOLONAS, CARACTERISTICAS E HISTORIA

Las quinolonas han sido centro de considerable interés cientifico y clinico desde su
descubrimiento en los afios 60, y, uno de los grupos de antimicrobianos de mayor desarrollo.
Como farmacos, poseen muchas caracteristicas para ser los antibioticos ideales: combinan una
alta potencia, un amplio espectro de actividad, una buena biodisponibilidad, formulaciones
orales y endovenosas, elevados niveles en suero, un amplio volumen de distribuciéon con una
excelente llegada a tejidos, y, un perfil discreto de efectos secundarios (Hu, 2003). Desde
entonces y hasta nuestros dias, se ha realizado mucha investigacién para conseguir potenciar
y optimizar estas caracteristicas.

Lesher, en 1962, durante el proceso de purificacién de la cloroquina descubrié de modo fortuito
el &cido nalidixico, la primera quinolona comercializada, aunque se tardé mas de una década
en tener disponibles para su uso clinico a otros compuestos, como flumequino, norfloxacino y
enoxacino. La indicacion principal para los primeros productos de esta familia fue el tratamiento
de las infecciones urinarias.

Figura I.1: Estructuras desde la cloroquina al &c. nalidixico

j/\/\N/‘\CHa
HN kcua 0 ﬁ (o] ﬁ
® DR A0
— —————
> z 8
cl N cl I'|~I CHy N ?|~l
CoHs CaHs
cloroquina 7-cloroquinolina ac. nalidixico

A finales de la década de los 80 nuevos y mas potentes compuestos, como ciprofloxacino y
ofloxacino, llegaron al mercado, y se abrieron nuevas indicaciones como el tratamiento de las
infecciones respiratorias.

Figura I.2: Primeras quinolonas
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La plasticidad del grupo quimico central ha permitido la sintesis y ensayo de miles de
moléculas distintas, hasta llegar a unas 10.000 moléculas patentadas, y muchas de ellas
desarrolladas. La optimizacion de las diferentes series quimicas de quinolonas se ha llevado a
cabo desde el punto de vista de la potencia, la farmacocinética y la farmacodinamia, los efectos
secundarios, y, finalmente las indicaciones y su uso clinico (Fabrega, 2009).
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1.1.1. Estructura basica de las quinolonas

A partir del ac. nalidixico, surgi6 un conjunto de compuestos analogos con actividad
antibacteriana, llamados quinolonas, 4-quinolonas, carboxiquinolonas o &cidos quinolona
carboxilico (Drlica, 1997, Hooper, 1995, Wolfson, 1989).

Desde el punto de vista estructural, las quinolonas son unos heterociclos con una estructura
central biciclica (figura 1.3). El grupo del ac. carboxilico en la posicion 3 y del carbonilo en la
posicién 4 parecen ser esenciales para la actividad de las quinolonas. De manera adicional, los
grupos sustituyentes en las posiciones 1 y 7 u 8 (en una cara del nucleo biciclico) parecen
tener un rol relevante en la ampliacion del espectro antibacteriano. La relacién entre la
estructura quimica y la actividad biolégica (relacion estructura-actividad, SAR, siglas en inglés)
de estas moléculas ha motivado la sintesis de compuestos con distintos radicales (Chu, 1996,
Gutiérrez-Zufiarra, 2004).

Figura 1.3. Farmacoforo 0
34
& 3 .COOH
7 | 2
N
8 1
R

Los estudios quimicos revelan que resulta esencial el N-1 del anillo de piridona en la actividad
de la molécula, no pudiendo ser reemplazado; mientras que el C-2 admite pocas variaciones.
El C-3 solo puede ser reemplazado por un anillo tiazolidona fusionado con el C-2; mientras que
se tiene poca informacion sobre variaciones en C-4 (Chu, 1988). El otro componente de la
molécula es generalmente un anillo aromatico (o farmacdéforo) con diferentes sustituyentes y
que le confiere las caracteristicas farmacoldgicas y farmacocinéticas (Téalens, 2002).

Desde el punto de vista quimico, las quinolonas se engloban en 4 grupos (figura 1.4):
a- 4-oxo-naftiridinas 6 4-naftiridonas
b- 4-oxo-cinolinas 6 4-cinolonas
c- 4-oxo-quinolinas 6 4-quinolonas
d- 4-oxo-piridopirimidinas 6 4-piridopirimidinas 6 4-pirimidonas

Figura I.4. Estructura bésica de las naftiridinas, cinolinas, quinolonas y pirido-2,3-pirimidinas
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De estos grupos, solo las 4-quinolonas y las 4-naftiridonas han aportado moléculas activas, ya
gue la presencia de un nitrégeno en posicién 2 0 en 6, reducen considerablemente su eficacia
(Gutierrez-Zufiarre, 2004). Del nicleo central de la molécula de quinolona, el anillo 4-oxo-1,4-
dihidroquinoleina, derivan las quinolonas fluoradas y no fluoradas (Wolfson, 1989).
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Las piperazinyl-based quinolonas normalmente poseen un amplio rango de cobertura de Gram-
negativos y un limitado espectro en Gram-positivos (como ciprofloxacino y levofloxacino). Por
otro lado, piperidinyl- y pyrrolidinyl-based quinolonas poseen un espectro mucho mas
balanceado o equilibrado entre Gram-positivos y Gram-negativos (gemifloxacino) (Van
Bambeke, 2005).

Fig I.5: Farmacdéforo y estructuras de las principales quinolonas que se han aprobado para su uso en
humanos (tomado de Van Bambeke, 2005).
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1.1.2. Relacién Estructura-Actividad

Ademas del nucleo central tipico de la quinolona, son claves los radicales periféricos de la
molécula que modulan la actividad antibacteriana global, asi como, la relacion espacial. Los
distintos sustituyentes pueden influenciar algunos parametros relevantes para la actividad de la
molécula, ya sea su afinidad a las dianas, su espectro de accién, su farmacocinética, o su
penetracion intracelular. Aunque algunas propiedades antibacterianas se pueden asociar con
algunos de los radicales, la molécula actia en conjunto, y los diversos radicales variables
pueden actuar de forma positiva o0 negativa entre si (Chu, 1996, Gutiérrez-Zufiarra, 2004).

Las sustituciones en las distintas posiciones se pueden clasificar en constantes, habituales y
variables. Las constantes (posiciones 3 y 4), son las que definen al grupo; las habituales
(posiciones 2 y 6) son en las que las opciones de cambio son escasas, en ambos casos es un
nitrégeno o un carbono unido a un atomo o radical muy pequefio. Las sustituciones variables
(posiciones 1, 5, 7 y 8) son aquellas en las que las posibilidades de sustitucion han sido
mayores, sobretodo en la 7. Las que afectan a la posicion N1 y la 7 son esenciales, por su
funcion en la unién de las quinolonas con las topoisomerasas, mientras que las del carbono 5y
del atomo en 8 son, aunque importantes, accesorias (Gutiérrez-Zufiarra, 2004).

Figura 1.6: Esquema de la relacién entre la estructura y la actividad de las quinolonas (SAR)

SAR Quinolonas

Espectro de accion y potencia,
especialmente frente a Gram-positivos

Rs
Actividad antibacteriana t
Penetracion intracelular R ¢

- AN

Unién al ADN

COOH

Unién a las Radical cercano al
topoisomerasas R7 R,  sitio deunion al
N ADN
Modifica el
espectro de accion, Modula la
la potenciay la farmacoci- R1 Unidn alas topoisomerasas
farmacocinética nética
o Controla la potencia
Actividad
anaerobios

Posicion 1. Las sustituciones en la valencia libre del nitrégeno de la posiciéon 1 son variables,
pero esenciales, en la actividad antimicrobiana y en las caracteristicas farmacocinéticas, y
controlan la interferencia con la teofilina. Forma parte del complejo ADN-enzima (Llorente,
1996).

En esta posicidn se encuentran, basicamente, tres radicales distintos. Las primeras quinolonas
presentaban un grupo etilo (acido nalidixico, norfloxacino, lomefloxacino). Posteriormente, se
afladieron grupos mas voluminosos que mejoraron la actividad antibacteriana, tanto frente a
Gram-negativos como Gram-positivos (Chu, 1989, Gutiérrez-Zufiarra, 2004, Peterson, 2001).
La sustitucion con un grupo ciclopropilo mejoré la actividad frente a Gram-negativos, y es el
que presentan la mayor parte de las quinolonas (ciprofloxacino, esparfloxacino, grepafloxacino,
gemifloxacino, sitafloxacino y ozenoxacino), ya que se considera que proporciona la mayor
potencia a la molécula (Appelbaum, 2000, Peterson, 2001). El tercer radical es un 2,4-
difluorofenilo (tosufloxacino, trovafloxacino o temafloxacino), aumenta la actividad frente a
bacterias Gram-positivas, como S. pneumoniae, y es relevante para el efecto post-antibidtico y
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bactericida (Chu, 1989, Gutiérrez-Zufiarra, 2004, Peterson, 2001). Otros radicales en esta
posicién parecen dar lugar a un descenso de la actividad de la molécula, probablemente por un
menor nimero de enlaces entre la molécula y el enzima (Gutiérrez-Zufiarra, 2004).

Posicion 2. Esta posicién esta muy ligada al lugar de unién del ADN, y cerca del de las
topoisomerasas, y se supone que debe ser un radical de pequefio volumen, para no inhibir el
acceso al lugar de unién de la molécula con el ADN (Domagala, 1994). Se han probado un
carbono unido a un hidrégeno, un nitrégeno o un atomo de azufre, siendo la mejor la primera
de estas sustituciones, que ademas presentan la totalidad de las quinolonas. En cinoxacino se
coloc6 un nitrégeno en 2, pero no se consiguié mayor actividad (Gutiérrez-Zufiarra, 2004).

Posicion 3 y 4. Las ocupan un grupo carboxilo y un grupo ceto, respectivamente. Estos dos
sustituyentes son fijos para todas las quinolonas, y son indispensables para que la molécula se
pueda unir al ADN, fijando el complejo Quinolona-Enzima diana-ADN, y bloqueando la accién
de las topoisomerasas. Sin estos substituyentes la molécula no tendria actividad. Se considera
que son posiciones esenciales también para el transporte al interior de la bacteria, y se unen al
calcio, magnesio y hierro, pudiendo determinar una disminucion en su absorcién (Domagala,
1994, Gutiérrez-Zufiarra, 2004).

Esta descrita la sintesis de quinolonas no activas tras realizar modificaciones significativas del
grupo carboxilo, pero que de manera excepcional, pueden recuperar la actividad si, in vivo,
este radical es capaz de volver a convertirse en carboxilo (Chu, 1989, Higgins, 2003).

Para la posicién 4, fija y no muy explorada, se ha reemplazado el grupo ceto por otros radicales
y el resultado han sido moléculas inactivas o0 muy débilmente activas (Basuri, 2009).

Posicion 5. Es una sustitucion importante ya que parece que modifica la configuracién estérica
de la molécula, afectando a su actividad, aunque estd muy influenciada por las otras posiciones
ya que la mayoria de las moléculas presentan un hidrégeno, en esta posicion (Llorente, 1996,
Gutiérrez-Zufiarra, 2004). Parece controlar la actividad de la molécula y su espectro de accion
(Appelbaum, 2000).

De mayor a menor actividad, la presencia de un grupo amino (esparfloxacino), hidroxilo o
metilo (grepafloxacino) incrementa la actividad frente a Gram-positivos, y no en Gram-negativos
(Andersson, 2003, Domagala, 1994, Yoshida, 1996); mientras que radicales voluminosos
(grupo metoxi o atomo halégeno) disminuyen notablemente la actividad intrinseca de la
molécula (Domagala, 1994), posiblemente por las interacciones entre las posiciones 3y 4. La
mayoria de las quinolonas presentan un hidrogeno en esta posicion (Andersson, 2003,
Gutiérrez-Zufiarra, 2004, Peterson, 2001).

Los efectos adversos de esparfloxacino (grupo amino en 5) y de grepafloxacino (grupo metilo
en 5) se han asociado con el radical en esta posicién (Higgins, 2003).

Posicion 6. En esta posicion puede existir un nitrégeno que no admite sustitucién, o un
carbono, que permite la introduccién de otro radical que debe ser pequefio. La adicién de un
grupo flior en esta posicién mejoré la actividad intrinseca de la molécula (de 5 a 100 veces), y
la penetraciébn (de 1 a 70 veces) (Basuri, 2011) y ha dado lugar a las llamadas
fluoroquinolonas. En un principio se relacionaba la posesion de este atomo de fldor con la
mayor actividad de la molécula (Chu, 1989, Roychoudhury, 2002) y con una mayor penetracion
de la molécula al interior celular. Se estan desarrollando un nuevo grupo de quinolonas, las
des(6)fluoroquinolonas (Ledoussal, 1999), cuyo principal representante es el garenoxacino,
(otras como ozenoxacino, nemonoxacino y PGE 9262932), que presentan un hidrégeno en
esta posicion. Estas nuevas quinolonas mantienen o mejoran poco su actividad frente a
bacterias Gram-negativas, y aumentan mucho su actividad frente a patdgenos Gram-positivos,
incluso resistentes a quinolonas, anaerobios, atipicos y patdgenos intracelulares (Jones, 2001,
Roychoudhury, 2002).

Existen otras moléculas, como las 6-amino 8-metilquinolonas que aumentan su actividad frente
a gram-positivos (Cecchetti, 1996).
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Posicion 7. Las modificaciones en esta posicién, al igual que en la 1, son variables pero
esenciales, ya que participan en la uniéon de la quinolona a la topoisomerasa. Su influencia
directa es en la actividad y espectro de accion, ademas de en la solubilidad, en la
farmacocinética, especialmente en la vida media, y, en algunas interacciones (Chu, 1989).

La informacién disponible indica, que las quinolonas con sustituyentes pequefios o lineares en
esta posicion (H, Cl, CHs;, NH,CH,CH,NH,) muestran poca actividad bactericida (Gutiérrez-
Zufiarra, 2004).

Basicamente, se considera que los grupos heterociclicos nitrogenados de 5 (aminopirrolidinas)
0 6 (piperazinas) atomos de carbono se corresponden con una mayor actividad antimicrobiana.
En funcion del radical, la mejor actividad se produce frente a Gram-negativos (piperazina, 6
atomos), o frente a Gram-positivos (aminopirrolidina, 5 atomos) (Peterson, 2001). Aunque,
metil-derivados (CHs-) de ambos grupos, las aminopirrolidinas (esparfloxacino, grepafloxacino,
o levofloxacino) o las piperazinas (gatifloxacino), también muestran una gran mejora en la
actividad frente a Gram-positivos, la solubilidad y la vida media de los compuestos (Perry,
1999, Peterson, 2001, Piddock, 1998).

Otra de las modificaciones es la presencia de un segundo anillo fusionado a la pirrolidona
(moxifloxacino, trovafloxacino) que potencia la actividad sobre Gram-positivos (Appelbaum,
2000, Gutiérrez-Zufiarra, 2004, Higgins, 2003, Peterson, 2001).

El gemifloxacino, presenta un 3-aminometil y una 4-metiloximopirrolidina, la presencia del
grupo metilo, como se ha mencionado, aumenta la actividad frente a Gram-positivos, aunque
la disminuye frente a Gram-negativos (Davies, 2000).

Se asocia la presencia de un radical voluminoso en esta posicion, con la proteccion de la
molécula frente a mecanismos de expulsidon activa, posiblemente como resultado de un
aumento de hidrofobicidad de la molécula, ademas de que disminuye la probabilidad de
seleccibn de mutaciones en las bacterias, que confieran resistencia a estos compuestos
(Davies, 2000, Gutiérrez-Zufiaurre, 2004, Pestova, 2000, Peterson, 2001).

Posicion 8. Las sustituciones en este radical van a dar lugar a cambios en la estructura
tridimensional de las moléculas y esto puede implicar un cambio en la afinidad de la quinolona
por una u otra topoisomerasa. Los diferentes radicales en 8 van a afectar, también, su actividad
frente a anaerobios, la farmacocinética, la fototoxicidad y la genotoxicidad, ya que se relaciona
con la mutagenidicad de la molécula (Appelbaum, 2000, Higgins, 2003).

En la posicién 8 puede existir un carbono (4-quinolonas) o un nitrégeno (4-naftiridonas), no
pudiendo, en este ultimo caso, afiadir radicales (Higgins, 2003), aunque las moléculas poseen
una buena actividad (Chu, 1989). En este grupo se encuentra gemifloxacino y trovafloxacino.
En cambio, entre las moléculas derivadas de las 4-quinolonas, se pueden encontrar un radical
halégeno (cloro o flior) como seria el caso del clinafloxacino o esparfloxacino, que presentan
un gran aumento de actividad frente a anaerobios (Appelbaum, 2000). También se sustituye
por un grupo metoxi (moxifloxacino y gatifloxacino) o metilo, obteniendo también moléculas con
actividad mejorada frente a bacterias Gram-positivas y anaerobios, incluso resistentes a las
anteriores fluoroquinolonas, y con mejor actividad frente a E. coli y M. tuberculosis, una posible
explicacion podria ser una actividad dual sobre las dos dianas (Gutiérrez-Zufiarra, 2004,
Peterson, 2001). Se ha descrito que si se acompafia de un radical voluminoso en la posicion 7,
se previene la aparicién de cepas resistentes en S.aureus (Jorgensen, 1999). Son radicales
habituales el hidrégeno o un nitrégeno integrado en el ciclo de las naftiridonas.

En resumen, se puede concretar que un ciclopropilo en la posicién 1 y un metilo o0 metoxi en 8,
o, la presencia de un nitrdgeno en 8, son los mejores sustituyentes, y posiblemente, sean
responsables del aumento de afinidad frente a las dos dianas, aunque a expensas de los
radicales presentes en otras posiciones. Las variaciones en 7 son importantes para la
actividad, especialmente con radicales voluminosos, disminuyendo, también, la probablidad de
seleccién de cepas resistentes o de ser susceptibles de ser expulsadas, por bombas de flujo, al
exterior de la bacteria. Finalmente, el cambio del carbono entre el C4 y el C5 por un nitrdgeno
(2-pirrolidonas), la adicion de un metilo en la posicion 5 y el cambio del flior en la posicion 6
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por un hidrégeno (desfluoroquinolonas) o por un grupo amino parecen ser eficaces (Gutiérrez-
Zufiarra, 2004).

1.1.3. Clasificacién Quimica vs Biolégica

Las quinolonas se pueden clasificar en funcién de su fecha de llegada al mercado, en funcién
de su estructura quimica, o en funcion de su actividad y caracteristicas farmacocinéticas, que
de hecho, siguen un orden cronologico. El espectro de actividad de las quinolonas ha ido
cambiando, en paralelo a las modificaciones quimicas, desde de la primera estructura, el ac.
nalidixico (Fabrega, 2009).

Las quinolonas se pueden clasificar de acuerdo a su estructura quimica en cuatro grupos:
monociclicas, biciclicas, triciclicas y tetraciclicas, y, cada grupo se puede subdividir en funcion
de si posee 0 no, un atomo de flor en la posicion 6.

Por otro lado, en 1997, se propuso la clasificacion biolégica, que se ha ido ampliando con
nuevas moléculas; éstas se agrupan por generaciones, en funcion de su época de aparicion,
estructura quimica y, especialmente, del espectro bacteriano y uso clinico. La clasificacion
biolégica reconoce cuatro grupos: la primera y segunda generacién son compuestos que
poseen un espectro bacteriano limitado (Enterobacterias, bésicamente), mientras que las
generaciones tres y cuatro poseen un espectro ampliado. En las generaciones dos y cuatro se
incluyen los compuestos que se metabolizan en menos de un 5%, y en la uno y la tres, el resto
(Bryskier, 1995, Naber, 1998).

Hay moléculas que se agrupan en una generacion u otra dependiendo del autor (Ball, 2000b,
King, 2000, Naber, 1998), dentro de las cuatro generaciones descritas hasta el momento y en
funcién de matices de su valoracion.

Figura I.7. Generaciones de las quinolonas (tomado de Pharmacology, Finkel, R., Alexia, M. y cols.
Lippincott Williams & Wilkins, Ed., 2008).
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Tabla .1 Clasificacion Bioldgica de las Quinolonas
. . . Y Viade . .
Generacion Quinolona Espectro Microbiolégico o . Indicaciones
administracion
Ac. nalidixico
_Cinoxacino Gram-negativos (E.coli,
Ac. oxol6nico Proteus, Klebsiella, Infecciones urinarias no
PRIMERA Ac. pipemidico Enterobacter, Citrobacter, oral .
- —= . complicadas
Ac. piromidico Salmonella, Shigella)
Rosoxacino excepto Pseudomonas *
Flumequino
Norfloxacino Orales todas, y Urinari licad
Ciprofloxacino El mismo que la primera, algunas rinarias complicadas y
- . . no complicadas,
Ofloxacino afiadiendo P. aeruginosa, parenterales y "
; N. gonorrheae, S. aureus tépicas gastroenteritls,
Enoxacino -90 Soo = ' _top . osteomielitis, ETS,
SEGUNDA pefl - S. epidermidis (incluyendo (ciprofloxacino, Infecciones respiratorias
€ oxacm‘o MR), H. influenzae, M. ofloxacino, de las vias gltas
Lomefloxacino catarrhalis, micobacterias y pefloxacino), infecci de pi I
Tosufloxacino atipicos nadifloxacino infecclones de pie’ y
- - o estructuras asociadas
Nadifloxacino topica
Levofloxacino
Todas orales, .
Sparfloxacino - levofloxacino Ademas de las de la
Similar a la segunda, arenteral segunda generacion,
expandiéndose a Gram- P Buena ' otras RTIs (bronquitis
TERCERA Grepafloxacino positivos como S. distribucion en crénica, neumonias
pyogenes, S. pneumoniae 6raanos hospitalarias y de la
] PSy PR,y atipicos B 9 b L comunidad), sepsis
Tosufloxacino uena absorcion bacteriana
gastrointestinal
Temafloxacino
Trovafloxacino
Moxifloxacino
- - Orales y Se afiaden. infecci
Gemifloxacino o parenterales e afiaden, infecciones
Gatifl - Similar a la tercera, todas mixtas (abdominales,
atifloxacino ié i i o] Alvi
CUARTA : expandleqdose a ba_ct‘erlas (sitafloxacino solo glnecol.oglpas, pelwcas),
Pazufloxacino anaerobias (Clostridium arenteral especial énfasis en las
- - spp, Bacteroides spp...) bgsiﬂoxacin’o infecciones respiratorias,
Sitafloxacino topica) Se eliminan las urinarias
Clinafloxacino
Besifloxacino
Garenoxacino Simil | t
Ozenoxacino imriar a fa cuarta, pero Pendientes: Pendientes y variadas:
NUEVAS en Nemonoxacino con mayor potencia frente Orales,topicas infecciones respiratorias
desarrollo Delafloxacino a Gram-positivos, parenterales infecciones de piel

Zabofloxacin

anaerobios y atipicos

En resumen, las fluoroquinolonas se consideran una clase importante de antibiéticos de amplio
espectro, que ha evolucionado en paralelo a modificaciones de la estructura desde la primera
quinolona, el acido nalidixico (Fabrega, 2009). El acido nalidixico, que se considera de la
primera generacién de quinolonas, se introdujo en la practica clinica en 1962 (Lesher, 1962) y
se administré inicialmente para tratar infecciones del tracto urinario causadas por bacterias
Gram-negativas, tanto en humanos como en animales (Suh, 1995).

A continuacioén, la estructura molecular de las quinolonas se modificO para mejorar sus
propiedades antimicrobianas y su perfil farmacocinético (Ball, 1998, Kim, 2001). La segunda
generacion de quinolonas se inicio con las fluoroquinolonas que se obtuvieron por fluorizacion
de la molécula de quinolona en la posiciébn 6. La primera fluoroquinolona, norfloxacino, se
sintetizd en 1978 y llegd a clinica en 1987. Las fluoroquinolonas son activas frente a un amplio

25




Capitulo I. Introduccion

rango de patégenos Gram-positivos y Gram-negativos, y muestran una mejorada absorcion
oral y distribucion sistémica. De esta manera, las aplicaciones clinicas de estos compuestos se
han extendido al tratamiento de infecciones del tracto respiratorio inferior, a las de la piel y
estructuras relacionadas, infecciones de transmision sexual y del tracto urinario (Chu, 2005).
Sin embargo, esta segunda generaciéon de quinolonas poseia una actividad limitada frente a un
namero de patégenos Gram-positivos y anaerobios, clinicamente relevantes (Ball, 1998 y
2000b, Zhanel, 2002).

Desde el afio 1987, variaciones estructurales sobre las fluoroquinolonas han originado
numerosos compuestos con espectro ligeramente modificado. En la tercera generacion de
quinolonas, se han desarrollado fluoroquinolonas mas potentes, el principal exponente es
levofloxacino (Barret, 2000, Perry, 1999) con una actividad bactericida optimizada frente a
bacterias Gram-positivas.

La cuarta generacién de quinolonas, con moxifloxacino y gemifloxacino (Lowe, 2000) ha
demostrado una buena actividad frente a cocos Gram-positivos y una actividad relevante,
también, frente a bacterias anaerobias (Bhavnani, 2000, Kim, 2001).

Hace unos afios, con la aparicion en desarrollo clinico de un grupo de moléculas sin fldor en la
posicion 6, parecia que se iban a diferenciar, sustancialmente, de la cuarta generacién, como
para crear una quinta. No ha sucedido asi, y las moléculas como garenoxacino, 0zenoxacino,
nemonoxacino, u otras fluoradas como delafloxacino o zabofloxacino, se siguen incluyendo en
la cuarta generacion.

1.2. MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de acciéon de las quinolonas se basa principalmente en la formaciéon de
complejos ternarios con el ADN y las topoisomerasas de tipo Il (ADN girasa y topoisomerasa
IV), enzimas que poseen una funcién relevante en la topologia del ADN (Hooper, 2002, Wigley
1995).

La acumulacién intracelular de las quinolonas es imprescindible para poder ejercer su accién
antibacteriana. El mecanismo utilizado por las quinolonas para penetrar en el citoplasma
bacteriano es la difusién pasiva a través de los canales acuosos de las porinas, o bien, de la
capa de los lipopolisacaridos (Piddock, 1999). Una vez dentro de la célula, actian por
mecanismos que son complejos y no del todo conocidos.

|.2.1. Moléculas Diana

Las quinolonas inhiben la sintesis de ADN uniéndose a dos topoisomerasas de tipo II,
esenciales en el proceso de replicacion del ADN, son la ADN Girasa y la Topoisomerasa IV
(Topo IV). Ambos enzimas permiten que una cadena de ADN simple pase a través de la otra,
seguido de una religacién a la cadena original, cambiando, por tanto, dos uniones del ADN en
cada paso enzimético. Aunque ambos enzimas muestran un elevado grado de similitud en sus
estructuras y funciones, durante la replicacion del ADN, su funcién especifica es diferente
(Figura 1.8) (Fabrega, 2009, Levine, 1998).

Se han identificado cuatro tipos de topoisomerasas de Escherichia coli, I, I, Il y IV. Las
topoisomerasas son un grupo de enzimas necesarias para la viabilidad de todos los
organismos, desde las bacterias hasta el hombre, ya que controlan y modifican el estado
topologico del ADN mediante rupturas transitorias y posterior unién del mismo (Wang, 1971).
Para muchas topoisomerasas, un residuo especifico de tirosina forma una union covalente
reversible con el extremo 5’, o, menos frecuentemente, con el extremo 3’ del ADN. Se dividen
en dos clases dependiendo de si actian en una hélice del ADN (tipo 1), o en ambas (tipo Il)
(Mizuuchi, 1980).

En cualquier caso, se cree que las quinolonas utilizan un mecanismo de puente enzimético, en
el cual se forma un corte transitorio en una cadena de ADN, de tal forma que se abre un hueco
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entre las partes rotas que permite el paso de una segunda cadena de ADN o un segmento de
doble cadena. Las topoisomerasas | y lll son enzimas tipo |, mientras que girasa y
topoisomerasa IV son enzimas de tipo Il. En concreto, las topoisomerasas |, Il y IV estan
implicadas en la eficacia de la replicaciéon y transcripcion del ADN (Dinardo, 1992) pero,
mientras las topoisomerasas del tipo Il son esenciales para el crecimiento bacteriano, las
topoisomerasas de tipo | no lo son, puesto que su pérdida puede compensarse por alteracion
en los genes de las topoisomerasas del tipo Il (Dinardo, 1992). Conviene matizar que en las
células de los mamiferos, las topoisomerasas | y llla, que pertenecen a la familia tipo I, si
resultan esenciales para el crecimiento y division celular in vivo (Morham, 1996).

De manera resumida, las funciones de las cuatro topoisomerasas son:

a) Topoisomerasa |. El gen que codifica esta enzima se denomind topA (Trucksis, 1981, Tse-
Dinh, 1986, Wang, 1971), y, entre otras funciones, relaja el ADN superenrollado en ausencia de
ATP.

b) Topoisomerasa Il (ADN girasa), es la Unica enzima entre las topoisomerasas capaz de
producir el superenrollamiento negativo del ADN relajado en una reaccién dependiente de ATP
(Gellert, 1976).

Las bacterias confrontan un gran problema topolégico ya que en su mayoria miden 2 um de
longitud por 1 ym de ancho, teniendo que contener en su interior un DNA de doble cadena de
1.300 ym de longitud; las topoisomerasas de tipo Il son responsables del enrollamiento del
DNA, manteniendo al cromosoma en un estado de superespiral y fijdndolo a la superficie
interna de la célula. También se encargan de la reparacion de pequefias roturas del filamento
de DNA que ocurren durante la replicacion.

¢) Topoisomerasa lll. Es una cadena polipeptidica, codificada por el gen topB, que provoca la
decatenacion del ADN en ausencia de ATP (Srivenugopal, 1984). Se ha observado que esta
enzima puede actuar como ARN topoisomerasa, jugando un papel importante en la topologia
molecular del ARN (Dean, 1992, DiGate, 1992, Wang, 1996).

d)Topoisomerasa IV (Kato, 1990) provoca la decatenacion del ADN en presencia de ATP.

1.2.1.1. ADN girasa

La enzima ADN girasa (Drlica 1980, Engle 1982, Gellert, 1976), como se ha mencionado,
pertenece al grupo de las Il topoisomerasas y es necesaria para la replicacion del ADN, y
también para ciertos aspectos de la transcripcion, reparacion, recombinacién y trasposicion del
ADN.

La ADN girasa es una diana excelente para las quinolonas ya que no esta presente en
eucariotas, y es esencial para el crecimiento bacteriano. Este enzima es una proteina hetero-
tetramérica que contiene dos subunidades A (97 KDa) y dos subunidades B (90 KDa), quienes
forman el tetramero A,B, (Higgins, 1978, Kevan, 1980, Liu, 1978b). Los genes gyrA y gyrB
codifican para estas dos proteinas.

La ADN girasa utiliza la energia de la hidrolisis del ATP para introducir superenrollamientos
negativos en el ADN circular de la bacteria (Corbett, 2004, Champoux, 2001, Gellert, 1976),
con el objetivo principal de facilitar la separacion de la doble hélice de ADN para mantener la
estructura de la horquilla de replicacion (Drlica, 1999).

Esta actividad superenrolladora unidireccional es causada por la envuelta/recubrimiento quiral
(chiral wrapping) del ADN (Liu, 1978a,b) alrededor de un dominio especifico del enzima,
anterior al paso de la cadena de ADN (Corbett, 2004, Kampranis, 1999, Reece 1991,
Ruthenburg, 2005). El super-enrollamiento negativo del ADN es esencial para la condensacion
cromosémica relajando la torsibn de la cadena durante la replicacion, y, promoviendo la
iniciacion de la transcripcién por la RNA polimerasa (Levine, 1998, Wang, 2002).
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El complejo entre la enzima y el ADN consiste en, aproximadamente, 130 pb localizadas en el
nacleo de la proteina. La union se realiza mediante enlaces covalentes entre la tirosina
(Tyrl22) de la subunidad A con 4 bases libres que se generan después de crear una rotura en
el ADN. A continuacién, y mediante la hidrélisis de ATP (en la subunidad B), la ADN-girasa
introduce un enrollamiento negativo en el ADN, relajando la estructura producida por la
horquilla de replicacién, y volviendo a unir las dos cadenas (Heddle, 2000, Maxwell, 1997,
Schmitz, 2002).

Para que la ADN girasa pueda ejercer su accién requiere la presencia de ambas subunidades y
de ATP. En concreto, los monémeros A llevan a cabo los cortes en determinados puntos de la
molécula de ADN vy el posterior cierre de los puntos de ruptura, y los monémeros B inducen los
superenrollamientos en torno al ndcleo de ARN (Hooper, 1995), se unen al ATP, y participan en
la transduccion de la energia (Higgins, 1978). Parece que las quinolonas inhiben la accion de la
ADN girasa a nivel de la subunidad A, aunque ciprofloxacino, por ejemplo, podria también
afectar a la subunidad B. Las quinolonas, al actuar sobre la subunidad A, impiden el cierre de
los cortes producidos en el ADN, por lo que se inhibe su replicacion. La inhibiciéon de la ADN
girasa impide la replicacién, por tanto, el efecto de las quinolonas deberia ser bacteriostatico;
pero en realidad, las quinolonas son bactericidas (Jiménez, 1990, Lewin, 1988). Se considera
que el mecanismo de accién de las quinolonas es mucho méas complejo, ejerce otros efectos
sobre la bacteria que no estan totalmente elucidados (apartado 1.2.3).

Figura 1.8: Mecanismo de paso de ADN a través de topoisomerasas de tipo Il (superior), actividades
topoldgicas de la ADN girasa y de la topoisomerasa IV (inferior). (Imagen tomada de Neuman, 2010)
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1.2.1.2. Topoisomerasa IV

Durante mucho tiempo se crey6 que la ADN girasa era la responsable de la separacion de los
cromosomas hijos y del superenrollamiento negativo del ADN; en 1990 se descubrié un
homoélogo de la girasa, la topoisomerasa IV (Kato, 1990), y se consider6 responsable de la
decatenacién de los cromosomas hijos (figura 1.8). Se descubrié que la topoisomerasa IV es
también diana de algunas quinolonas, que se creia que actuaban sélo a través de la ADN
girasa (Levine, 1988, Zechiedrich, 1995).

La topoisomerasa IV también es una proteina hetero-tetramérica formada por la union de dos

subunidades A y dos subunidades B, codificadas en este caso en los genes grlA y griB,
respectivamente, en S. aureus (llamados parC y parE en Escherichia coli).
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La accion de la topoisomerasa |V, tras haberse finalizado la replicacion del ADN, es permitir la
segregacion de los dos nuevos cromosomas bacterianos en las dos células hijas (Drlica, 1999
y 2008), y, como todas las topoisomerasas, es responsable de la relajacion del ADN (Hooper,
1998a, Zechiedrich, 1997). EI mecanismo de accion por el cual la topoisomerasa IV
desencadena las dos nuevas moléculas de ADN tampoco se conoce en profundidad (Figura
1.8).

La secuencia de aminoacidos codificados por los genes grlA y grlB, de la topoisomerasa IV, es
homoéloga a la de los codificados por gyrA y gyrB (de la ADN girasa), respectivamente (Kato,
1990). Secuencias similares se sitdan alrededor de la region de la ADN girasa conocida como
region determinante de la aparicién de resistencias bacterianas a las quinolonas (QRDR, del
inglés quinolone resistance-determining region) (Nakamura, 1997). Esta similitud en la
secuencia de aminoéacidos entre la ADN girasa y la topoisomerasa |V, especialmente en las
QRDR, implica que las quinolonas pueden ser capaces, tanto de inhibir la actividad de la
topoisomerasa IV, como la de la ADN girasa (Yoshida, 1991).

Los microorganismos Gram-positivos de los géneros Corynebacterium, Campylobacter y
Helicobacter, y, las micobacterias, no poseen la enzima topoisomerasa IV. En estos
microorganismos, la ADN girasa posiblemente asume el papel de la topoisomerasa IV
(Manjunatha, 2002).

1.2.2. Modelo de accidn/interaccién

No se ha elucidado exactamente la manera como tiene lugar la interaccién entre la quinolona,
su enzima diana y el ADN. Existen varios modelos, la mayoria centrados en la ADN girasa
(como molécula mas estudiada), aunque, dada la alta homologia que existe entre las moléculas
todos ellos se consideran validos, también, para la topoisomerasa IV.

1989 - Shen: proponia una unién cooperativa de las quinolonas a fragmentos de ADN
monocatenarios. Se distinguirian tres dominios funcionales en la molécula de quinolona: los
radicales ceto y carboxilo, que se unirian mediante puentes de hidrégeno al ADN, las
posiciones 3 y 4, y la regién del radical en N1, que estarian implicados en la agregacion entre
moléculas de quinolona, y finalmente, el radical situado en la posicién 7, que interaccionaria
con la subunidad B de la ADN girasa (Fabrega, 2009).

Figura 1.9._Modelo de Shen. Unién cooperativa entre el ADN y la quinolona en la inhibiciéon de la ADN
girasa (tomado de Leyva, 2008)

1993 — Maxwell: propuso un modelo en el que las moléculas de quinolonas se unirian a la ADN
girasa mediante los radicales ceto y carboxilo de las posiciones 3 y 4. Sugeria que uno de
estos puntos de unién, en la ADN girasa, seria la Ser-83 (Hiasa, 2000).

1993 — Yoshida: el modelo propone que las quinolonas actien en la cavidad dentro del
complejo ADN-ADN girasa; ademas, el Mg2+ gue se supone que esta en la cavidad, seria un
punto de unidn a las quinolonas, mediante los radicales ceto y carboxilo (Hiasa, 2000, Lecomte,
1994).
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1993 — Palumbo: Este modelo de interaccion (Palumbo, 1993) es el mas aceptado en estos
momentos: Se propone que, al formar el complejo Topoisomerasa-ADN-Quinolona, la
interaccién quinolona-ADN no se produce a través de puentes de hidrégeno, sino a través de
puentes mediados por un atomo de Mg**, formandose un complejo cuaternario, se bloquea el
enzima y se provoca la muerte celular. Es decir, los radicales en posicion 3 y 4 de la molécula
de quinolona producirian enlaces con un atomo de Mg** y éste a su vez se uniria al ADN
mediante enlaces con los grupos fosfato de los nucleétidos. Se produciria, también, un
apilamiento entre una de las bases de la regién monocatenaria de la cadena de ADN vy el anillo
plano que conforma el ndcleo de la molécula de quinolona. En el modelo se propone que los
radicales en las posiciones 1y 7 serian los puntos de unién directa al enzima diana, la ADN-
girasa o la topoisomerasa IV (Palumbo, 1993).

De todas maneras, alin se considera que los detalles moleculares no estan claros, a pesar de
los numerosos estudios realizados (Fabrega, 2009).

Figura 1.10: Dos moléculas de quinolona -moxifloxacino- (rojo) sujetando una cadena de ADN (verde)
estrechamente unida a la topoisomerasa IV (azul). (imagen tomada de Laponogov y cols, Nature
Structural and Molecular Biology, 2009. DOI:10.1038/nsmb.1604).

En resumen, la accion de las quinolonas consiste en inhibir ambas enzimas, la ADN girasa y la
topoisomerasa |V, formando un complejo ternario entre farmaco, enzima y ADN (cleavage)
(Shen, 1989), que genera roturas en la doble hélice de ADN (Drlica, 1997), en el que
intervienen atomos de Mg2+ gue podrian conectar el ADN y las posiciones 3 y 4 de las
quinolonas (Palumbo, 1993). De igual modo, se cree que el proceso celular que actia en el
complejo formado in vivo produce una inhibicién de la sintesis del ADN rapida y reversible, un
cese del crecimiento, y una induccién de la respuesta SOS; que es un complejo mecanismo de
reaccién que actla como respuesta a las acciones que pueden dafar el ADN (Lewin, 1989,
Vila, 2005).

A dosis mas elevadas de antibiético, se cree que tiene lugar la muerte celular por una rotura
irreparable de la doble hélice de ADN (Kato, 1990, Mizuuchi, 1990). La naturaleza reversible
del complejo ternario formado, y la posterior muerte celular justifican los efectos fisiologicos de
las quinolonas como agentes bactericidas (Chen, 1996); aunque conviene recordar que esta
explicacion esta basada en hipétesis (apartado 1.2.3). Ademas, puesto que ambas enzimas
tienen funciones distintas en la célula bacteriana, la respuesta a las quinolonas por parte del
microorganismo difiere segun cual sea la primera diana en cada caso (Drlika, 1997). Esto tiene
mucha trascendencia puesto que estudios en E. coli han sugerido que la girasa actia antes de
la replicacion de la horquilla, mientras que la topoisomerasa IV actla predominantemente
después, de forma que existe un intervalo de tiempo que permite reparar el dafio en el ADN
inducido por la quinolona (Zechiedrich, 1995). Este escenario predice que la formacion del
complejo cleavage a través de la girasa proporcionaria una muerte rapida de la bacteria,
mientras que a través de la topoisomerasa IV seria un proceso mas lento (Khodursky, 1998).
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1.2.3. Actividad bactericida de las quinolonas

Las quinolonas ejercen una accion bactericida rapida sobre las células bacterianas, pero, su
mecanismo de accién exacto no esta totalmente claro, a pesar de haber sido ampliamente
estudiado (Drlica, 2008). Se sabe que esta actividad bactericida se produce en diferentes
grados (de letalidad y tiempo), en funcién de las condiciones y, segun la molécula. Como se ha
mencionado anteriormente, una explicacién de la muerte celular, en dos pasos, podria ser que
al bloquear la accién de las topoisomerasas de tipo Il, ademéas de impedir la replicacion del
ADN (proceso reversible/accién bacteriostatica), se impida la reparacion de pequefias roturas
de ADN, mediante el sistema SOS, y esto desencadena un proceso de endonucleosis y dafio
letal irreversible, o accion bactericida (Crumplin, 1975, Drlica, 2008).

Segun sean los factores fisiolégicos que necesiten las quinolonas para que ejercer su accion
bactericida, se definen cuatro mecanismos de accion, conocidos como: A, B, B,y C, que varian

segun la quinolona y el microorganismo considerados (Lewin, 1988, Rattclife, 1984 y 1985). De
manera resumida, se puede decir que todas las quinolonas presentan el mecanismo A, y
pueden presentar el By el C.

A continuacion, se describen, brevemente, los cuatro mecanismos:

a) El mecanismo A, comun a todas las quinolonas, requiere para actuar que la bacteria esté
multiplicandose, y, que presente sintesis de ARN y proteinas. Las quinolonas clasicas, como el
acido nalidixico y el acido oxolinico (Rattclife, 1985, Winshell, 1970) sélo poseen este
mecanismo. Las fluoroquinolonas, ademas, pueden presentar el mecanismo B y el C. (Figura
1.11,d 6 e).

b) El mecanismo B no necesita sintesis de proteinas o de ARN en la bacteria para ejercer su
efecto bactericida (Crumplin, 1984, Lewin, 1988, Rattclife, 1984). Quinolonas como el
ciprofloxacino y el ofloxacino apenas alteran su efecto bactericida a dosis elevadas, en
presencia de sustancias que inhiben la sintesis proteica o del ARN (rifampicina, cloranfenicol),
e incluso en condiciones anaerobias (Lewin, 1991, Rattclife, 1985, Smith, 1986) (figura 1.11, f).

¢) Se ha identificado otro mecanismo relacionado Unicamente con clinafloxacino, se conoce
como B, y no precisa la sintesis de proteinas o ARN, pero necesita que la bacteria se esté

multiplicando (Lewin, 1990) (figura I.11, f).

d) Por ultimo, el mecanismo C necesita sintesis de proteinas y ARN para actuar, pero no hace
falta que la bacteria se esté multiplicando (Lewin, 1989). Este mecanismo se ha encontrado en
norfloxacino (Rattclife, 1984) y enoxacino (Lewin, 1989) (figura 1.11, d 6 e).

Se considera que la actividad bactericida puede necesitar una concentracién de producto

ligeramente mas elevada que la necesaria para el bloqueo de la replicacion del ADN (figura
1.11, ¢), previa a la induccion de la respuesta SOS, y a la fragmentacién del ADN (Drlica, 2008).
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Figura 1.11. Accién de las quinolonas sobre la girasa A e hip6tesis muerte celular (tomado de Drlica, 2008)
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El hecho de que una fluoroquinolona presente un mecanismo de accion frente a una especie
bacteriana no significa que lo presente frente a todas, puesto que éste depende de la quinolona
y del microorganismo estudiado. Esta bastante aceptado que la posesion de mas de un
mecanismo de accién puede explicar el hecho de que las fluoroquinolonas sean mas potentes
que las quinolonas clasicas, que so6lo actian a través del mecanismo A (Ramén, 1999). Asi
por ejemplo, Lewin y Smith (Lewin, 1989), han propuesto como posible explicacién de la menor
actividad bactericida que presenta el ciprofloxacino sobre los estafilococos, en comparacion
con la actividad que muestra sobre E. coli, la ausencia del mecanismo B del ciprofloxacino
sobre los primeros.

En resumen, las quinolonas son agentes bactericidas que, como se ha mencionado, inhiben la
sintesis replicativa del ADN, pero aunque este mecanismo de accién primario tiene una buena
correlacién con el efecto bactericida de estos compuestos (Chow 1988, Smith 1986, Zweerink,
1986), la capacidad de inhibir la sintesis del ADN no se considera suficiente para explicar la
accion bactericida de las quinolonas.

El entender completamente el porque del mecanismo que dirige la actividad bactericida de las
quinolonas ayudaria en el disefio de nuevos compuestos (Drlica, 2008).
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1.2.4. Efecto paradodjico de las quinolonas

Las quinolonas, a elevadas concentraciones, muestran generalmente una disminucién en su
capacidad bactericida comparada a cuando se utilizan concentraciones moderadas. Al evaluar
la actividad bactericida de las quinolonas a diferentes concentraciones, en un periodo
determinado de tiempo, se puede observar, que la proporciéon de bacterias supervivientes sigue
una respuesta bifasica. En primer lugar, al aumentar la concentracién del antibiético, se
incrementa su actividad bactericida hasta alcanzar un maximo, a partir del cual, la letalidad
disminuye inversamente a la concentracion (Crumplin, 1975).

Este modo particular de accién se ha observado y estudiado en varias especies bacterianas
(Crumplin, 1975, Lewin, 1991), y, en un numero considerable de quinolonas (Cantén, 1989,
Lewin, 1991, Smith, 1995).

En el caso de las quinolonas el efecto paraddjico se presenta de forma mas generalizada, que
en otras familias de compuestos. Se observd este efecto para el ac. nalidixico en E. coli
(Winshell, 1970, Crumplin, 1975) y en otras especies de Gram-negativos; y, posteriormente se
ha descrito en diversas fluoroquinolonas, como el ciprofloxacino, el ofloxacino, el enoxacino, el
fleroxacino, el lomefloxacino y el norfloxacino, entre otras (Jiménez, 1990, Smith, 1986), lo que
hace pensar que es un efecto caracteristico de la familia de compuestos.

La hipétesis mas aceptada se basa en la inhibicién de la sintesis de ARN y de algunas
proteinas en presencia de altas concentraciones de producto (Manes, 1983). Se cree que esta
inhibicién puede interferir en la eliminacion letal de los complejos, que contendrian &cido
nalidixico, y de esta forma, originar el efecto paraddjico. Sin embargo, ésta no es una
explicacion satisfactoria para justificar el comportamiento de quinolonas como ciprofloxacino,
puesto que a altas concentraciones estos agentes matan la célula predominantemente de un
modo que no se bloquea por la inhibicion de la sintesis de proteinas (Chen, 1996). En
resumen, no se posee una explicacién clara y consensuada, para el efecto paradodjico en las
quinolonas (Lewin, 1991).

1.3. MECANISMO DE RESISTENCIA

El uso de antibiéticos, en general, ha llevado a la aparicibn de cepas con resistencia o
susceptibilidad disminuida a los mismos. El uso elevado de quinolonas, concretamente, ha
llevado a la aparicion de cepas resistentes a esta familia de compuestos (Ruiz, 2003, Saenz,
2003, Vila, 2001).

Las cepas, de una especie determinada, se consideran resistentes cuando pueden tolerar o
sobrevivir en presencia de una concentracién de antibiético superior a la que, en condiciones
normales, inhibe a la mayoria de bacterias de su misma especie. Dentro de una misma familia
de compuestos, cuando una cepa se hace resistente a uno de ellos, normalmente se ve
afectada su susceptibilidad frente a otro antibiético de la misma familia (apartado 1.3.5). Este
fenémeno se denomina resistencia cruzada, y en las quinolonas, por ejemplo, tiene especial
importancia si los compuestos poseen a la ADN girasa o a la topoisomerasa IV, como diana
principal, frente a una especie determinada.

Los mecanismos de adquisicion de resistencia a quinolonas son:
1) mutaciones cromosémicas en los genes que codifican para las proteinas dianas, o
mutaciones que causan menor acumulacion del antibiético dentro de las células, bien sea por

una disminucién de la entrada o por un flujo de salida superior.

2) genes portadores de resistencia, localizados en pldsmidos, que pueden afectar tanto a las
proteinas diana, como a los mecanismos de acumulacion.
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Figura 1.12: Mecanismos de accién y potenciales mecanismos de resistencia bacteriana a los antibiéticos
(tomado de Mulvey, 2009).
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|.3.1. Mutaciones cromosomicas

1.3.1.1. Mutaciones en los genes que codifican para las proteinas diana

La diana principal sera aquella proteina que se altere en primer lugar para la adquisicién de
resistencia a las quinolonas. De una forma general se considera a la ADN-girasa la diana
principal en microorganismos Gram-negativos (Hoshino, 1994, Ruiz, 1995 y 1999, Vila, 1994 y
1995), mientras que en bacterias Gram-positivas la diana principal, mayoritariamente, es la
topoisomerasa IV (Ferrero, 1995, Yamagishi, 1996). Asi, las primeras mutaciones en Gram-
negativos se encuentran en el gen gyrA, mientras que en Gram-positivos, normalmente,
aparecen en el gen grlA para S. aureus (Drlica, 1999, Fukuda, 1999).

Aunque, en funcion del radical de la posicién 7 de la quinolona, la diana principal se puede ver
modificada (Alovero, 2000), como se ha observado en Gram-positivos, especialmente en S.
aureus y S. pneumoniae (Fukuda, 1999, Varon, 1999).

Las modificaciones de la diana principal son mutaciones puntuales en los genes que las
codifican, y que causan sustituciones en los aminoacidos de la proteina (ADN girasa o
topoisomerasa V). Estos aminoacidos substituidos son relevantes para la interaccién entre la
quinolona y la diana, y estan situados en regiones implicadas en el mecanismo de accion
(siglas en inglés QRDR, de Quinolone-resistance determining region). Estas sustituciones, y la
menor interaccién o afinidad de la molécula por su diana que conllevan, ocasionan la pérdida
de actividad de la quinolona, a pesar de que la enzima sigue siendo activa (Ruiz, 1995).

La adquisicion de resistencia a las quinolonas, en general, es escalonada, y esta directamente

relacionada con el nimero de mutaciones en la region determinante de resistencia a
quinolonas, sobretodo de los genes gyrA y grlA (Ribera, 2002, Ruiz, 2001, Vila, 1994).
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1.3.1.1.1. ADN girasa

1.3.1.1.1.a Gen gyrA

Las mutaciones que generan resistencia a las quinolonas, tanto en Gram-positivos como en
Gram-negativos, se localizan principalmente en la region determinante de resistencia a
quinolonas de las diferentes dianas, como se ha mencionado, y normalmente primero, en la
diana principal.

Las alteraciones descritas en la proteina GyrA de E. coli y otras enterobacterias se encuentran
situadas en las posiciones 67 y 106 de la QRDR (Yoshida, 1990), regién cercana a la Tyr-22,
zona de union entre la ADN girasa y el ADN. Las primeras mutaciones aparecen en el gen
gyrA, y las posteriores, en el parC. La mutacion mas frecuente es la localizada en Ser-83, que
ocasiona un minimo incremento de CMI para quinolonas como ciprofloxacino (0,125-0,25
mg/L), y una elevada resistencia frente al ac. nalidixico. Dos mutaciones, una en cada diana,
gyrA y parC (Ser80 6 Glu 84), ocasionan una moderada resistencia en ciprofloxacino (1-4
mg/L), y, a partir de dos mutaciones por diana, se convierte la cepa en completamente
resistente a quinolonas (8-64 mg/L con dos mutaciones en gyrA, y >128 mg/L con dos por gen)
(Fabrega, 2009, Vila, 1994).

Las mutaciones mas importantes para conseguir un fenotipo resistente a quinolonas en E. coli
estan en el gen gyrA, principalmente en los aminoacidos Ser-83-Leu y Asp-87-Asn (o Val, Tyr o
Gly), y en el gen parC con cambios Ser-80-Arg (o lle) y Glu-84-Val (o Gly) (Hiasa, 2002,
Nakamura, 1989, Vila, 1994).

En el caso de P. aeruginosa y A. baumannii se ha descrito que una mutacion puntual en gyrA
es suficiente para causar incrementos clinicamente relevantes, en su resistencia a las
fluoroquinolonas. Esto es debido, adicionalmente, a que poseen una resistencia intrinseca
debida a la baja permeabilidad a estos antibioticos y al efecto de las bombas de expulsion, de
expresioén constitutiva (Fabrega, 2009, Lambert, 2002).

Como se ha indicado, las mutaciones que generan resistencia a las quinolonas en Gram-
positivos se localizan principalmente en la QRDR, que se localiza entre las bases 201 y 321 del
gen gyrA, o, lo que seria lo mismo, entre los aminoacidos 67 y 107 de la proteina, pudiéndose
dar pequefias variaciones en la localizacion, en funcion de los diferentes microorganismos.

La mayor parte de las mutaciones en esta region se concentran en dos aminoacidos, Ser-84 y
Glu-88 en S. aureus, y posiciones homdlogas en otros microorganismos (tabla 1.2),
responsables de la interaccién con la molécula de quinolona. Estos dos aminoacidos son unos
de los mas conservados entre las diferentes especies de microorganismos.

Otros aminoacidos pertenecientes a esta region también se han visto alterados, aunque con
mucha menos frecuencia y algunos de ellos se han obtenido mediante selecciéon de cepas
resistentes in vitro. Asi pues, encontramos también mutaciones en los codones de los
aminoacidos Ser-85, o Asp-73 en S. aureus, relacionadas con un incremento en la CMI.

Se pensaba que, en Gram-positivos, la ADN girasa no era la diana principal de las quinolonas,
sino que era la topoisomerasa IV. Hoy se sabe que, la diana principal depende de la afinidad
de cada quinolona por su diana, por lo que, en funcion de la quinolona, la diana principal puede
variar, como en el caso del esparfloxacino, garenoxacino, nadifloxacino y ozenoxacino,
compuestos cuya diana principal en los Gram-positivos si es la ADN-girasa (Hooper, 1999,
Ruiz, 2001, Yamakawa, 2002). En el caso de S. pneumoniae se ha descrito que la diana
principal puede ser tanto la ADN girasa como la topoisomerasa, en funcién de la quinolona
(Pan, 1996, Sierra, 2005).

En los microorganismos como Campylobacter jejuni, Corynebacterium spp. o Helicobacter
pylori, que no poseen topoisomerasas IV, una sola mutacidn en el gen gyrA produce un alto
nivel de resistencia a ciprofloxacino, mientras que necesita dos mutaciones para ser resistente
a moxifloxacino (Ruiz, 2005, Sierra, 2005).
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una mutacién para ocasionar resistencia a las quinolonas de alto nivel.
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Tabla 1.2 Sustituciones de los aminoacidos en GyrA y GrlA, de diferentes especies Gram-
negativas y Gram-positivas, asociados a resistencia en quinolonas (Fabrega, 2009)
Microorganismo Aminoacidos modificados CMI (mg/L)
GyrA GrlA cip nor
E. coli wt Ser-83 Asp-87 Ser-80 Glu-84 - -
Leu 0,25-4 -
Leu Arg 1-4 -
Leu Lys 4 -
Leu Asn/Tyr 8-128 -
Leu Asn Argllle 4-128 -
Leu Asn/Tyr lle Val/Lys 64-128 -
Salmonella spp. wt | Ser-83 Asp-87 Ser-80 - -
Phe 0,25-2 -
Gly/Tyr 0,125-0,5 -
Phe lle 4 -
S. aureus wt Ser-84 Asp-88 Ser-80 Glu-84 - -
Phe - 4
Leu Phe - 16
Leu Phe Lys - 128
S. pneumoniae wt Ser-83 Asp-87 Ser-79 Asp-83 - -
Tyr/Phe - 8
Tyr Tyr - 64
CMI: concentracion minima inhibitoria, cip: ciprofloxacino, nor: norfloxacino

1.3.1.1.1.b Gen qyrB

Se ha descrito que mutaciones en el gen gyrB de E. coli (Asp-426-Asn y Lys-447-Glu) también
contribuyen a la resistencia en quinolonas, aunque basicamente se han detectado en mutantes
de laboratorio, con muy poca frecuencia en cepas de origen clinico (Nakamura, 1989, Ruiz,
1987). Estas mutaciones se extrapolan al resto de Enterobacterias (Fabrega, 2009).

En S. aureus y otros Gram-positivos, la subunidad B de la ADN-girasa también presenta
mutaciones asociadas a la resistencia a las quinolonas, aunque de forma mas moderada; la
mayor parte de estas mutaciones se presentan en mutantes resistentes obtenidos in vitro.
Estas mutaciones se sitlan cerca del centro catalitico del enzima y junto al dominio de unién a
la subunidad A; probablemente generan cambios conformacionales y evitan o interfieren en la
union de la quinolona con la ADN-girasa.

1.3.1.1.2. Topoisomerasa IV

1.3.1.1.2.a. Gen parC (Gen grlA en S. aureus)

Como se ha mencionado, la topoisomerasa IV suele ser la diana principal de las quinolonas en
Gram-positivos, aunque hay quinolonas, en las que es la ADN girasa. De igual manera, las
mutaciones que confieren resistencia se concentran en la QRDR, en este caso del gen grlA.
Esta region estd comprendida entre los aminoacidos 67 y 107, y la mayor parte de las
mutaciones se concentran en dos aminoacidos, Ser-80 y Glu-84 en S. aureus, y en posiciones
homoélogas en otros microorganismos (tabla 1.2) (Ruiz, 2001, Sierra, 2005, Vila, 1996).

Otras mutaciones en la QRDR del gen grlA, como serian las encontradas en el codén del
aminoécido Ser-81 o en posiciones fuera de la QRDR de S. aureus como la lle-45 o la Ser-52,
obtenidas a partir de mutantes resistentes in vitro, también se han relacionado con la
adquisicion de resistencia, aunque lo mas frecuente es encontrarlas asociadas a mutaciones
en los codones de los aminoacidos 80 y 84 (Sierra, 2005).
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1.3.1.1.2.b. Gen parE_(Gen grIB en S. aureus)

No se habian descrito mutaciones en parE de E. coli hasta que, se detectd una mutacion en la
posicion A458S, en la que alanina se sustituyé por una serina (Ser—Ala) (Ruiz, 1987). Estas
mutaciones se extrapolan al resto de Enterobacterias (Fabrega, 2009).

La subunidad B de la topoisomerasa IV, en S. aureus, también presenta mutaciones asociadas
a la resistencia a las quinolonas. Estas mutaciones se presentan en la mayoria de los casos en
mutantes resistentes obtenidos in vitro y también, igual que en la subunidad B de la ADN
girasa, se sittan cerca del centro catalitico del enzima, y junto al dominio de unién con la
subunidad A. EI mecanismo por el cual estas mutaciones generarian resistencia seria el mismo
que en el caso de la subunidad B de la ADN girasa y, por lo general, estas mutaciones si se
encuentran sin asociacién con mutaciones en los genes gyrA o grlA confieren muy bajos
niveles de resistencia (Sierra, 2002).

1.3.1.2. Mutaciones en los genes que provocan una reduccién en la acumulacion intracelular

La disminucién de la acumulacion de las quinolonas (y de otros antibidticos) en el interior
celular se puede asociar con:

a) una regulacion positiva —upregulation- de algunas proteinas de membrana que pueden
facilitar la extrusion de esos agentes. Suelen ser sistemas de expulsion dependientes de
energia, que pueden ser especificos para un producto o no selectivos, llamandose entonces
multidrug transporters (Fabrega, 2009).

b) una disminuciéon de la permeabilidad, causada, normalmente, por una menor expresion de
las porinas, que son proteinas de la membrana externa (s6lo en Gram-negativos) que forman
canales para facilitar la entrada de compuestos en el interior celular, por difusiéon pasiva
(Jacoby, 2005).

1.3.1.2.1. Sistemas de expulsién activa

Los sistemas de expulsidn activa se expresan en todas las células vivas, siendo el numero de
bombas de flujo, presente en cada especie bacteriana, proporcional al tamafio de su genoma
(Vila, 2011).

La funcion principal de los sistemas de expulsion activa es fisioldgica, participan en la excrecion
productos como los metabolitos secundarios, o sustancias téxicas, ademas de los antibiéticos,
y, utilizan, como fuente de energia el gradiente de protones, excepto la familia ABC (figura
1.13), que utiliza la energia generada por la hidrélisis de ATP (Li, 2004). Parece que, funciones
adicionales serian modular la patogenicidad de algunas cepas y/o la supervivencia en algunos
nichos (Piddock, 2006).

De acuerdo a la especificidad de su sustrato, pueden ser de expulsiéon Unica o multiple (single
vs multidrug). Las bombas de flujo especificas de producto, pueden expulsar s6lo a un
antibiético, como TetA, que es especifico para tetraciclinas (Levy, 1992), y las de expulsién
multiple, pueden expulsar de la célula a diferentes clases de antimicrobianos. Lo mas
destacable de estos transportadores es el amplio rango de sustancias que una sola proteina
puede reconocer (Fabrega, 2009, Kaatz, 2000, Poole, 2000a y 2000b, Vila, 2011).
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Figura 1.13 esquema de los diferentes sistemas de expulsién activa en bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas (Tomado de Piddock 2006, imagen de Melinda Brown).
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Los transportadores se pueden clasificar en seis clases o familias distintas de sistemas de
expulsion activa:

1. Transportadores tipo ABC (ATP-Binding Cassette).

La fuente de energia que utilizan es la hidrélisis del ATP. Los miembros de esta familia estan
raramente involucrados en la adquisicién de resistencia a los antibiéticos en Gram-negativos,
aunque si poseen un rol relevante en Gram-positivos (Vila, 2011). Entre los sustratos se
encuentran azlcares, aminoacidos, iones, antibiéticos, polisacaridos y proteinas (Li, 2004).
Estos transportadores ABC consisten en 6 segmentos transmembrana con el dominio ATPasa
localizado en el citoplasma celular.

Los otros tipos de bombas de flujo, que se describen a continuacién, utilizan el gradiente de
protones, como se ha mencionado anteriormente.

2. MATE (en inglés, Multidrug and Toxic compound Extrusion family). Han sido descritos en
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y también en células eucariotas. Son proteinas de
gran tamafio, presentan 12 segmentos transmembrana y participan en la expulsién de
antibiéticos al medio extracelular (Brown, 1999, Li, 2004). Algunos representantes de esta
familia son NorM, en Vibrio parahemoliticus y YdhE en E.coli.

3. MFS (Major Facilitator Superfamily): Estos sistemas de expulsién estdn formados por
proteinas que presentan 12 6 14 segmentos transmembrana y utilizan el gradiente de protones,
como fuente de energia (Saier, 1999, Vila, 2011). Se encuentran en todos los tipos celulares,
bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y células eucariotas. En bacterias Gram-negativas
estan asociados, generalmente, a otras dos proteinas, una proteina de fusibn de membrana
(MFP, Membrane Fusion Protein), y a una proteina de la membrana externa (OMP, Outer
Membrane Protein). Los principales sustratos para este tipo de bombas son antibiéticos,
azlcares, metabolitos secundarios y aniones. Estas MFS se encuentran, entre otros, en: S.
aureus (NorA, QacA, QacB), S. pneumoniae (PmrA), Corynebacterium (Cmr), Bacillus (Bmr,
BIt), E. coli (MdfA, EmrB) y Acinetobacter baumannii (MdfA).

4. SMR (Small Multidrug Resistance). Estos transportadores son los mas pequefios,
constituidos por 4 fragmentos transmembrana y probablemente actden en forma trimérica (Li,
2004, Paulsen, 1996). Solo se han descrito en procariotas y no se asocian a ninguna proteina.
Los sustratos principales suelen ser antibiéticos, antisépticos, etidios y tetrafenilfosfatos. Este
tipo de transportadores se han descrito por ejemplo en S. aureus (QacG, QacH, Smr), Bacillus
(EbrA) y E. coli (EmrE).
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5. RND (Resistance-Nodulation Cell division family). Estos tipos de transportadores son de
mayor tamafio que los anteriores, aunque sélo presentan 12 segmentos transmembrana, y
también se asocian con MFPs y OMPs (Li, 2004). Los principales sustratos son antibioticos,
acidos grasos, detergentes, y colorantes. Estos sistemas se encuentran en: E. coli (AcrB,
AcrF), Pseudomonas aeruginosa (MexA, MexD, MexF, MexY), Neisseria (MtrD)
Stenotrophomonas maltophilia (SmeB, SmeE) y Acinetobacter baumannii (AdeB).
Recientemente se ha descrito un sistema RND localizado en un plasmido transmisible (Li,
2004).

6. Transportadores compuesto/metabolito tipo DMT (Drug/Metabolite Transporter). Estos
transportadores engloban a diferentes familias de transportadores secundarios, presentes en
bacterias, algas y eucariotas. De algunas de ellas no se conoce claramente su funcionalidad,
mientras que, de la superfamilia mayoritaria, la DMT, engloba a la DME (Drug metabolite
exporter), que como su nombre implica, estan implicados en la expulsion de metabolitos del
interior celular (Jack, 2001, Piddock, 2006), y no se conoce que expulsen antibiéticos.

Las bombas de flujo mas tipicas de los Gram-positivos pertenecen principalmente a las familias
MSF, aunque también se han detectado pertenecientes a SMR, ABC y MATE (Poole, 2000). La
primera bomba de flujo caracterizada en Gram-positivos fue la NorA (MFS), y la primera
mutacion estaba localizada en el promotor del gen, no permitiendo la union de un represor
(Fabrega, 2009).

A pesar de que hay pocos trabajos publicados con informacién clinica sobre la relevancia de la
sobrexpresion de estos genes, un estudio reciente cuantifica alrededor de un 50% las cepas
clinicas evaluadas que tenian por lo menos un sistema de expulsion, que implicaba resistencia
a quinolonas (DeMarco, 2007, Fabrega, 2009). También esta descrita la sobreproduccién de
distintas bombas de flujo (en el 20% de las cepas que poseian sistemas de expulsién activa
para quinolonas), siendo los niveles de NorB y NorC los mas predominantes (Kaatz, 2000,
Sierra, 2000).

Los sistemas de expulsidn caracterizados para bacterias Gram-positivas y Gram-negativas se
muestran en la tabla 1.3, como se puede observar, no todas las quinolonas se ven afectadas de
la misma manera, probablemente, por la accién conjunta de distintas bombas de expulsion
(Piddock, 2006, Vila, 2011). La relevancia en Enterobacterias, Gram-negativos no
fermentadores y Gram-positivos, como S. aureus y S. pneumoniae, es muy importante, desde
el punto de vista de la pérdida de eficacia de los antibidticos susceptibles de ser expulsados
por las distintas familias de transportadores. (Piddock, 2006, Vila, 2011).

39



Capitulo I. Introduccion

Tabla 1.3 Bombas de expulsién para fluoroquinolonas en algunas especies bacterianas (Vila, 2011)

Bombas de expulsién cromosdmicas

. . Bomba de Familia Quinolonas
Microorganismo flujo MDR expulsadas Otros
. Clor, tet, min, amp, oxa, cef, eri, cla, axi,
ACrAB RND cip clin, lin, tri, rif, cv, EtBr, SDS.
E coll ACrEE RND cip, oflo Clor, tet, tri, eri, clar, azi, clin, lin, cef,
’ oxa,EtBr, SDS
YdhE MATE nor, cip, eno Clor, fos, trim, EtBr
MdfA MFES nor, cip Clor, fosf, tri, kan, neo, eri, rif, EtBr
AcrAB RND nor, cip, nal, Clor, tet, tig, min, eri, tri, EtBR
K. pneumoniae KmrA MFS nor, oflo Kan, gen,eri,acri, EtBr,
KdeA MFS nor, cip Clo, dau, acri, EtBr
cip, nal, lev, enr,
S. enterica AcrAB RND gat, sara, dan,
’ marb, difl, orb, flum
AcrEF RND cip, enr, marb Flor, eri
AdelJK RND lev, pefl b-1, clor, tet, eri, linc, fu, Nov, rif, tri, SDS
. AdeABC RND spar, c;;‘llo, hor, Kan, tob, ami, cefo, tet, eri, clor, trim tig
A. baumannii petl,lev
AdeDE RNA cip, oflo, nal Ami, tet, clor, eri, mero, rif, EtBr
AbeM MATE cip, nor, oflo Gen, kan, eri, clor, trim, dau, dox, EtBr
MexAB- b-l, clor, carb,Nov, trim, tig, sul, EtBr, acrti,
OprM RND Nal cv, SDS
Eri, Cep, b-l, clor, Nov, tri, tet, mac, cv,
. . MexCD-OprJ RND Trov EtBr, tig, lin, mur
. aeruginosa - - ) )
¢ MexEF-OprN RND cip Clor, tri, aro hidro, tric
MexxY RND nor, ofl Ag, eri, tet, b-l, tig, mur, acri, eri, EtBr
PmpM MATE Cip, nor Frad, clore, acri, EtBr, Rod, bzc
MexVW RND Nor, oflo -
E faecalis EmeA MES nor, cip, EtBr, acri, cbz
) EfrAB ABC nor, cip Dox, arbe, nov, dau, acri, EtBr
E. faecium EfmA MFS nor, cip Eri, olea, ETBr
NorA MES nor, cip rod, EtBr, acri, clor, pur
NorB MES nor, cip, spar, mox EtBr, cet
NorC MES nor, cip, spar, mox, )
S. aureus gare, prem
’ SdrM MFS nor EtBr, acri
MdeA MES cip Dox, dau, virgi, nO\E),Zr(r:]up, EtBr, acri, rod,
MepA MATE nor, cip Tig, acri, bzc, cet, cv, EtBr, rod
S. pneumoniae Pmr MES nor, cip EtBr, acri
P PatAB ABC nor, cip, lev EtBr, acri, cet, reser
- BmeABC-1- cip, nor, gare, lev, b-l, cep, polB, col, bac, vanc, fu, Nov, pur,
B. fragilis 16 RNDs mox EtBr, SDS, amp, cetfti, tetr
C. difficile CdeA MATE cip, nor Acri, EtBr
C. jejuni CmeABC RND cip, nor, nal b-1, eri, rif, tet, clor, gen, tri
H. influenzae HmrM MATE nor Strep, trim, dau, doxo, acri, ETBr
M. tuberculosis Rv1634 MFS nor, cip, ofl, lome -

cip: ciprofloxacino, nor: norfloxacino, nal: &c. nalidixico, oflo: ofloxacino, eno: enoxacino, lev: levofloxacino,enr: enrofloxacino, gar: gatifloxacino, sara:
sarafloxacino, Dan: danofloxacino, difl: difloxacino, marb: marbofloxacino, orb: orbifloxacino, flum: flumequina, pefl: pefloxacino, spar: sparfloxacino,
trov: trovafloxacino, tem: temafloxacino, oxo: 4c. Oxolinico, mox: moxifloxacino, gare: garenoxacino, prem: premafloxacino, lom: lomefloxacino, ola:

olaquindox

clor: cloranfenicol, tet: tetracicilina, min: minociclina, amp: ampicilina, oxa: oxacilina, cef: cefuroxime, ery: eritromicina, clar: claritromicina, azi:
azitromicina, clin: clindamicina, lin: linezolid, trim: trimetroprim, rif: rifampicina, cv: cristal violeta, EtBr, SDS, floe:florfenicol, fosf: fosfomicina, kan:
kanamicina,tig: tigeciclina, dau:daunomicina, acri: acriflavina, b-l:beta-lactamicos, fu: ac.fusidico, to:tobramicina, mer:meropenem, cefo: cefotaxime,
carb: carbenicilina, sul: sulfonamidas, cep: cefems, mac:macrélidos, aro hid: hidrocarburos aromaéticos , tric:triclosan, Frad: fradiomicina,
clore:clorhexidina, rod:rodamina, bzc: cloruro de benzalconio, arbe:arbekacina, rod:rodamina, cet:cetrimide, vir:virginiamicina, mup:mupirocina,
res:reserpina, polB:polimixina B, col:colisitina, bac:bacitracina, vanc:vancomicina, amp:ampicilina, cefti:ceftizoxime, gen:gentamicina, tri:triclosan
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Aungue la resistencia a quinolonas se deba principalmente a las mutaciones en las dianas, la
expresion basal de los genes que codifican para las bombas de expulsiéon contribuye a la
resistencia intrinseca a las fluoroquinolonas, especialmente en los bacilos no fermentadores
(Ruiz, 2003). Una muestra de la relevancia de los sistemas de expulsion es que alrededor de
un 5-10% de todos los genes bacterianos codifican para proteinas involucradas en sistemas de
expulsién (Rouquette-Loughlin, 2003, Saier, 2001, Webber, 2003).

La mayor parte de estos sistemas se expresan de una forma basal, o no se expresan, ademas
de poder ser sobreexpresados, con el consecuente incremento de resistencia. Al aumentar la
expulsién de los antibidticos del interior celular, la concentracién de producto que puede llegar
a su diana de accidn es menor, por lo que sera necesaria mayor entrada o dosis de producto
para conseguir el efecto antibacteriano (Pestova, 2002, Piddock, 2006).

Los mecanismos de resistencia por los que AcrAB, el sistema de transporte mas relevante en
Enterobacterias, puede sobreexpresarse son aquellos que afectan los genes reguladores que
determinan los niveles de estas proteinas. Los genes acrAB estan regulados por cuatro
factores transcripcionales: Rob, MarA y SoxS, activadores, y AcrR, como represor, ademas de
por las condiciones de stress (Abouzeed, 2008, Alekshun, 1997, Barbosa, 2000, Gallegos,
1997, Kern, 1999).

El locus cromosémico mar (multiple antibiotic resistance) controla la resistencia a mdltiples
compuestos, no relacionados estructuralmente, que incluyen antibioticos, desinfectantes,
solventes organicos y otros productos quimicos. Se sabe que el fenotipo Mar es inducido tras
exponer a los microorganismos a una serie de compuestos quimicos con anillos aromaticos
(Alekshun, 1999, Kern, 2000).

Hay estudios que indican que, no se pueden seleccionar cepas de E. coli con mutaciones en
las dianas para las quinolonas a partir de mutantes deficientes para bombas de flujo,
destacando la contribucion esencial de los sistemas de expulsion en la resistencia a esta
familia de compuestos (Kern, 2000, Oethinger, 2000). En otros trabajos se indica que, a partir
de una cepa con mutaciones en gyrA o grlA, para incrementar la resistencia a quinolonas,
antes que nuevas mutaciones en las dianas, se producen siempre mutaciones en los genes
marA o soxS (Kern, 2000).

En resumen, la presencia de bombas de flujo, o la sobreexpresién de sus genes, en algunas
especies bacterianas, complementa a las mutaciones en los genes de las proteinas dianas, en
el proceso de generacion de resistencias de alto grado, ademas de poder ser asociadas a
resistencia a otros antibiéticos (Vila, 2011).

1.3.1.2.2. Alteracion de las porinas

La disminucién de la permeabilidad de los antibiéticos al interior celular puede estar causada,
en Gram-negativos, por una menor o nula expresion de las porinas, con la consecuente menor
penetracion y acumulacién del antibidtico en el interior celular, y menor inhibicion de sus
proteinas diana, también (Chen, 2003, Jacoby, 2005, Martinez-Martinez, 2002). En el caso de
E. coli, con los genes que codifican para OmpF y OmpC infraregulados se obtienen CMI entre 2
y 4 veces superiores parar las fluoroquinolonas (Martinez-Martinez, 2002).

Hay especies bacterianas como A. baumannii que poseen una resistencia intrinseca a muchos
antibioticos, por tener un nimero muy bajo de porinas, y de un diametro menor a las de otras
bacterias, hecho que contribuye a que sea susceptible a muy pocos antibiticos (Fabrega,
2009).

La presencia de este mecanismo de resistencia puede coincidir con la sobreexpresion de

sistemas de expulsion activa, al compartir un solo gen regulador, e incrementar la resistencia
final de las cepas (Tavio, 2004).
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1.3.2. Mutaciones en _genes localizados en plasmidos, asociados con resistencia a
quinolonas.

Por ser las quinolonas farmacos de origen sintético, se pronostico, ya desde poco después de
su llegada al mercado, que aparecerian genes de resistencia vehiculizados por plasmidos (de
transferencia horizontal, antes que mutaciones en sus dianas (transferencia vertical). Con el
tiempo se ha visto que no ha ocurrido exactamente asi, aunque finalmente se han detectado
genes de resistencia a quinolonas en plasmidos (Courvalin, 1990, Martinez, 1998, Martinez-
Martinez, 1998).

Hasta hoy, no se han descrito mecanismos de resistencia mediados por plasmidos en bacterias
Gram-positivas, pero si en Gram-negativas tales como Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae, que se describen a continuacion:

A) Proteccion de la diana (Qnr determinants) (Jacoby, 2008),

B) Modificacidn o inactivacién de quinolonas, gen aac(6")-lb-cr codifica para una aminoglicésido
acetiltransferasa (Robicsek, 2006)

C) plasmidos que codifican para genes de bombas de flujo (QepA)

1.3.2.1 Mecanismos de resistencia mediados por plasmidos y relacionados con las
proteinas diana (Qnr)

Este mecanismo esta mediado por un gen plasmidico llamado qnr (Rodriguez-Martinez, 2003,
Tran, 2002). Este gen se detecté en un pldsmido conjugativo, en una estructura tipo integrén
localizado en una cepa de E. coli de origen urinario (Martinez-Martinez, 1998).

A partir de la estructura de Qnr, se postul6 que no tendria que ver con un cambio en la
acumulacion intracelular ni con una inactivacion de la quinolona (Fabrega, 2009). Se observd, a
partir de ensayos in vitro de DNA-supercoiling, que Qnr protegia la ADN girasa de la inhibicion
por ciprofloxacino. Esta proteccion es dependiente de la concentracién de Qnr, e inversamente
proporcional a las concentraciones de ciprofloxacino (Tran, 2005a). De igual manera, la
topoisomerasa IV, la segunda diana de las quinolonas en Enterobacterias, también parece que
sea protegida por Qnr de las quinolonas (Fabrega, 2009). El resultado de la expresién de este
péptido Qnr es una resistencia de bajo nivel. Hasta este momento, se han identificado tres
genes gnr, en E. coli, en K. pneumoniae y en Shigella flexneri.

Este mecanismo de resistencia aumenta la resistencia de las cepas de 4 a 8 veces (Tran,
2005), y complementa a otros mecanismos de resistencia como la adquisicién de mutaciones o
a los sistemas de expulsién activa (Tran, 2002).

El mecanismo de accion de Qnr se basa en la unién de esta proteina a la ADN girasa; esta
union no requiere la presencia del complejo ADN girasa-Quinolona-ADN para su formacién. Se
postula que la formacion del complejo Qnr-ADN girasa ocurre antes del bloqueo de la ADN
girasa por parte de la quinolona. Ademas, se ha observado una reduccién en la formacion del
complejo en presencia de Qnr (Tran, 2005b).

1.3.2.2 Mecanismos de resistencia mediados por plasmidos y relacionados con
modificacién de las quinolonas (AAC(6)-1b-cr)

Se ha detectado un mecanismo de inactivacion enzimatica de quinolonas codificado por un gen
plasmidico. La variante cr de aac(6’)-Ib codifica para una acetiltransferasa que modifica a los
aminoglucésidos, y que ademas, confiere una reducida sensibilidad a ciprofloxacino mediante
la N-acetilaciébn de su piperazinil-amina (Robicseck, 2006). Sélo dos cambios en los
aminodcidos (Trp-102-Arg y Asp-179-Tyr) de la acetiltransferasa para aminoglucésidos la
convierte en susceptible de modificar a ciprofloxacino, las CMI en E. coli fueron de 64 mg/L
para kanamicina y 3-4 veces superiores para ciprofloxacino.
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El efecto de este gen, que solo es capaz de provocar resistencia de bajo nivel a ciprofloxacino,
se suma a Qnr, cuando coinciden en la misma bacteria, para obtener una resistencia a
ciprofloxacino, cercana a su punto de corte de susceptibilidad/resistencia clinica (1 mg/L)
(Fabrega, 2009).

Se destaca que, en presencia del gen aac(6’)-Ib-cr, se detecta un aumento sustancial de la
frecuencia de seleccion de mutantes cromosdmicos por exposicidn a ciprofloxacino, ademas
de que, a menudo, se localiza en el mismo elemento genético que el gen para las beta-
lactamasas blactx.wy- ENn resumen, es un gen que, aunque no promueva un aumento sustancial
de la resistencia a ciprofloxacino, él solo, colabora con otros mecanismos de las bacterias para
hacerse resistentes a las quinolonas, y es, ademas, de facil transmision horizontal (Fabrega,
2009).

1.3.2.3 Plasmidos transportadores de genes que codifican para bombas de flujo (QepA)

Recientemente se ha identificado un plasmido, en Enterobacterias (Yamane, 2007) que codifica
para una bomba de flujo. QepA presenta similitudes con los transportadores pertenecientes a
las familia MFS con 14 fragmentos transmembrana, parece que el gen gepA proviene de
actinomicetes ambientales (Yamane, 2007). QepA confiere resistencia a fluoroquinolonas
hidrofilicas (norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino), se asocia con otros genes de
resistencia, y difiere de las bombas de flujo codificadas en los cromosomas de las bacterias, en
que normalmente tienen un rango méas amplio de sustratos (Vila, 2011, Yamane, 2008). No se
ha detectado todavia que puedan expulsar a otro tipo de compuestos, aunque una causa
puede ser la reciente aparicion de este gen entre los patégenos humanos, con una baja
prevalencia, en estos momentos (Kim, 2009, Yamane, 2008). Por otro lado, si es mas
prevalente entre las Enterobacterias aisladas en cerdos (Liu, 2008), por lo que se sospecha
que, los animales de granja pueden actuar como reservorio de diseminacion de estos genes de
resistencia, con la amenaza que esto supone. La informacion disponible hace pensar que el
gen gepA esta en un proceso de diversificacion, inmediatamente después de ser transferido a
un nuevo huésped, a las bacterias patdgenas humanas (Vila, 2011). Este gen es mas
peligroso, por haberse detectado asociado a los otros dos genes plasmidicos que codifican
para resistencia a quinolonas, el qnrS2 y el aac(6’)-1b-cr (Liu, 2008). La presencia de diferentes
determinantes plasmidicos para resistencias a quinolonas en un mismo huésped puede facilitar
su dispersion entre la poblacion bacteriana (Vila, 2011).

Otro gen que codifica para la bomba de flujo OgxAB se ha detectado en plasmidos, también
procedente de bacterias aisladas de animales de granja, con resistencia inicial a olaguindox
(Hansen, 2004). Trabajos posteriores demostraron que era una bomba de flujo de la familia
RND, capaz de expulsar a quinolonas y a otros antibiéticos (Hansen, 2007). Se ha detectado
en cepas de E. coli y K. pneumoniae de infecciones en humanos, aunque su distribucion es
muy baja, de momento. El hecho que se seleccionara en animales, por conferir resistencia a un
promotor del crecimiento como olaquindox, es ilustrativo del riesgo de mecanismos de
resistencia por seleccién cruzada entre el uso veterinario y el humano de los antibiéticos (Vila,
2011).

Tabla 1.4 Bombas de expulsion para fluoroquinolonas codificadas en plasmidos (Vila, 2011)

Bombas de expulsién cromosémicas

Microoraanismo Bomba de Familia Quinolonas Otros
9 flujo MDR expulsadas
- QepA MFES nor, cip, enr -

ola, cip, nal, nor,

- OQgxAB RND i

bzc, cet, clor, SDS, tric, tri, acri, tet

cip: ciprofloxacino, nor: norfloxacino, nal: ac. nalidixico, ,enr: enrofloxacino, flum: flumequina, , ola: olaquindox

clor: cloranfenicol, tet: tetracicilina, trim: trimetroprim, acri: acriflavina, tric:triclosan, bzc: cloruro de benzalconio, cet:cetrimide, tri:triclosan
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1.3.3. Alteracidn de la expresidn de las proteinas dianas

Recientemente, en S. aureus se ha descrito que la alteraciéon en la expresion de los genes
gyrA/gyrB y de grlA/griB puede alterar la susceptibilidad del microorganismo frente a las
quinolonas. En concreto Ince et al. (Ince, 2000 y 2003) describen un aumento de resistencia
debido a la reduccion de la expresién de la Topoisomerasa IV, que presenta una mutacion
G—A 13pb gen arriba (upstream) del codon de inicio de transcripcion. Ademas en el mismo
mutante encuentran un incremento de la trancripcién de gyrB, y de topB, postulando que este
incremento puede compensar la reduccion de la expresion de parEC. Las cepas de este
estudio son mutantes obtenidos in vitro, por lo que alin no se conoce si este sistema de
resistencia se da en cepas clinicas, y con qué frecuencia (Ince, 2003).

1.3.4. Mecanismos de transferencia de la resistencia.

Las resistencias generalmente aparecen por mutaciones y posterior seleccién en presencia de
antibiético, o mediante la adquisicion de elementos moviles transmisibles, tales como
plasmidos o transposones, integrones, etc. Mecanismos como la transduccién, la conjugaciéon o
la transformacion vehiculizan la adquisicion o intercambio de material genético:

Por otro lado, se habla de diseminacion vertical cuando la diseminacion de la resistencia es por
causa de un brote epidémico, como por ejemplo la diseminacién de un clon epidémico de S.
aureus resistente a meticilina (MRSA), o se habla de diseminacién horizontal cuando hay
intercambio genético entre bacterias o adquisicion de ADN exdgeno, ya sean de la misma
especie o de especies diferentes (Berger-Bachi, 2002).

Como se ha mencionado, en el caso de las quinolonas se creia que no se detectarian
mecanismos de transmisién de resistencias, ya que las proteinas diana, ADN-girasa y
topoisomerasa IV, asi como los mecanismos de expulsién activa, se encuentran localizados en
el cromosoma bacteriano. Con el tiempo se ha demostrado que no era asi.

En Gram-negativos, se ha descrito la tranferencia de resistencia a quinolonas mediada por el
gen plasmidico qnr (ver punto 1.3.2.2), en concreto mediante conjugacion y entre las
enterobacterias (Fabrega, 2009). En el caso de los estreptococos del grupo viridans vy
Streptococcus pneumoniae se ha descrito la transmisibn de resistencia mediante
transformacion (intra- o inter-recombinacion), ya sea in vitro o en cepas clinicas, de fragmentos
de gyrA o parC que contienen mutaciones de resistencia (Basalobre, 2003, de la Campa,
2004).

1.3.5. Resistencia cruzada o resistencia disociada entre quinolonas

Las resistencias fenotipicas aumentan gradualmente, a consecuencia de la acumulacion de
mutaciones, y/o de otros mecanismos de resistencia. Si nos focalizamos solamente sobre las
mutaciones, se puede afirmar que las mutaciones de primer paso ocurren hormalmente sobre
la diana principal, mientras que las de segundo paso, pueden acumularse en la diana
secundaria, y afectar también la resistencia a las quinolonas.

Los efectos de las mutaciones puntuales en los genes de la girasa A y la topoisomerasa IV
sobre el fenotipo de resistencia varian entre especies, y, en funcién de la quinolona utilizada.
Mientras que algunas mutaciones en la diana principal pueden ser suficientes para la
adquisicion de una resistencia detectable, esto no ocurre siempre asi. También, las mutaciones
en grlA de S. aureus estadn asociadas con bajos niveles de resistencia, y las cepas clinicas
altamente resistentes suelen poseer varias mutaciones.

Normalmente, en mutantes genéticamente caracterizados, las mutaciones puntuales suelen
hacer disminuir la susceptibilidad en 4-8 veces. Aunque las mutaciones de segundo orden, en
las dianas secundarias, tienden a afectar menos el fenotipo de resistencia, esté aumenta un
nivel mas, ejerciendo cada mutacion un efecto distinto sobre el fenotipo final.
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Algunos autores consideran que, un patrén de resistencia cruzada entre diferentes moléculas
puede ser paralelo o disociado. Es decir, paralelo, si aumentan simultdneamente los valores de
CMI con las mutaciones de primer paso, o disociado, si la/s mutacién/es que para una molécula
producen un cambio significativo en su CMI, para otras no (figura 1.14) (Sanders, 2001).

Fig. 1.14. Resistencia cruzada y resistencia disociada en quinolonas. Qa y QB presentan resistencia
cruzada, a pesar de tener, las dos moléculas, una sensibilidad inicial distinta. Las mutaciones A y B, en
las dianas provocan cambios similares en las dos moléculas. Qc muestra una situacion de resistencia
disociada: la sensibilidad a la molécula C no cambia, a pesar de la adquisicion de una primera mutacion, y
aumenta sélo, después de la adquisicion de la segunda mutacion (tomado de Bambeke, 2005).
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Estas observaciones son importantes, ya que se puede favorecer el uso de compuestos que
poseen la resistencia disociada, seleccionando mutantes con menor impacto sobre las CMI, o
presentando menores frecuencias de seleccion de mutaciones resistencias.

Respecto a este punto, moxifloxacino y gatifloxacino, con un grupo metoxi en la posicién 8,
fueron las primeras quinolonas que se describieron con menor probabilidad de seleccion de
mutantes resistentes (Jones, 2002).

De igual manera, hay especies bacterianas en las que, por sus dianas principales y/o por sus
caracteristicas de resistencia intrinseca, se comportan de manera muy distinta en el incremento
de las CMI en mutantes resistentes. Por ejemplo, tomando la figura 1.14, se podria decir que las
cepas mutantes de P. aeruginosa se comportan como el compuesto QA, las de E. coli como
QsB, vy, finalmente, las de S. aureus como Qc.
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l.4. APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LAS QUINOLONAS

Las indicaciones terapéuticas de las quinolonas son numerosas y variadas, debido a la elevada
potencia antibacteriana, el amplio espectro de accion y al perfil farmacocinético que presentan.
Su uso comprende tanto infecciones dentro del ambito hospitalario como en la practica clinica
ambulatoria o comunidad (Hooper 1998). Sin embargo, el conocimiento de la situacién global
en enfermedades infeccionas, recomendaria la restriccion del uso de estos antimicrobianos a
aquellas situaciones en las que el microorganismo presente multirresistencia, la infeccion se
localice en tejidos de acceso dificil para otros farmacos, o, existan contraindicaciones para
utilizar otros antibacterianos de primera linea. El motivo de estas precauciones seria el evitar la
aparicion indiscriminada de mutantes resistentes, y alargar la utilidad de los antibioticos,
especialmente de los de amplio espectro como las quinolonas, reservandolos, por las grandes
ventajas que aportan, como alternativa a muchas terapias parenterales (Hooper, 2000).

Las principales indicaciones clinicas de las quinolonas son las siguientes:

1.4.1. Infecciones del tracto urinario

Una caracteristica de las quinolonas de primera y segunda generacién es su efectividad frente
a la mayoria de patégenos implicados en las infecciones urinarias (UTI, siglas en inglés),
especialmente Gram-negativos, aunque, también, Gram-positivos (Hooton, 1989). Su eficacia
se debe a las elevadas concentraciones que alcanzan en orina, siempre por encima de las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI), necesarias para eliminar estos microorganismos,
ademas de a su larga vida media que permite administrarlas, en muchos casos, una vez al dia
(Naber, 2001, Wise, 1986, Wolfson, 1989).

Debido a que también penetran en el tejido prostatico y alcanzan concentraciones similares o
superiores a las de suero, pueden utilizarse en la prostatitis aguda causada por E. coli y otras
Enterobacteriaceae, pero son menos efectivas si el organismo causante es Pseudomonas
aeruginosa o Enterococcus spp. (Naber, 2001, Wolfson, 1989).

Ciprofloxacino, pefloxacino, ofloxacino y levofloxacino estan indicados en el tratamiento de
infecciones urinarias cronicas causadas por Pseudomonas aeruginosa y otros patégenos,
incluyendo infecciones como pielitis, pielonefritis, cistitis, colecistitis y aquellas propias de
pacientes que siguen didlisis peritoneal (Ronald, 1999, Rose, 1990).

En general, las fluoroquinolonas son adecuadas en la terapia de infecciones del tracto urinario
no complicadas, ya que su uso y estudios comparativos con otros antibiéticos demuestran que
poseen mayor eficacia (Wolfson, 1989). Sin embargo, su uso en el tratamiento de cistitis no
complicadas o en la profilaxis de UTI recurrentes en mujeres debe reservarse para casos en
los que el uso de agentes alternativos no es recomendable, por problemas de resistencias o
limitaciones de los pacientes. De hecho, estos farmacos se utilizan normalmente en infecciones
recurrentes graves, en especial si el rifion esté afectado, y/o en ancianos, cuando la terapia con
antibidticos B-lactamicos, aminoglucésidos y trimetoprim ha fracasado (Fang, 1991). Por otro
lado, las fluoroquinolonas, con buena excrecion renal, se han convertido en los farmacos de
eleccién en pielonefritis y UTI complicadas.

El beneficio adicional frente a Gram-positivos y anaerobios de la cuarta generacion de
quinolonas no aporta un valor extraordinario en el tratamiento de las infecciones urinarias,
aunque la gravedad y patdgeno causal en casos excepcionales puede recomendar su uso. Por
tanto, a pesar que gatifloxacino (en su momento) y gemifloxacino han demostrado equivalencia
frente a ciprofloxacino en la erradicacion de patdgenos sensibles, las demostradas eficacia y
seguridad de ciprofloxacino y levofloxacino siguen recomendando su utilizacion en esta
indicacién (Naber, 2001).
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1.4.2. Enfermedades de transmision sexual (ETS)

Las caracteristicas farmacocinéticas de las quinolonas junto a su amplio espectro de accion,
que cubre la mayoria de patégenos involucrados en las ETS, hacen que puedan utilizarse en
esta indicacién. Las quinolonas han adquirido un rol significativo en el tratamiento de este tipo
de pacientes, en especial por su posologia y facilidad de seguimiento, que complementan a su
potente eficacia frente a los microorganismos causantes de la gonorrea, Neisseria
gonorrhoeae, y del chancro blando, Haemophylus ducreyi (WHO, 2001c).

Es igualmente importante, la actividad complementaria que poseen algunas quinolonas frente a
otros patégenos genitales como Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis y Ureaplasma
urealyticum, aunque no son activas frente al agente causante de la sifilis (Treponema pallidum)
(Ridgway, 1999, Vall, 2004).

En resumen, las quinolonas se utilizan en el tratamiento de: Uretritis gonocécica no
complicada, cervicitis, infecciones por Chlamydia, Chancro blando o chancroide. Estas
infecciones pueden ser tratadas o con fluoroquinolonas de segunda o tercera generacion, en
funcion de su actividad, en monoterapia 0 combinadas con anti-anaerobios, excepto las de
cuarta generacién, con espectro ampliado (Cacho, 2001).

Las quinolonas poseen restricciones de uso frente a adolescentes y mujeres embarazadas o
bajo riesgo de estarlo. El rol de estos compuestos en el control estratégico de las ETS parece
posible, ya que tiene a favor su actividad destacada frente a N. gonorrheae y, en menor
medida, frente a C. trachomatis, aunque es necesario confirmarlo con nuevos estudios frente al
resto de microorganismos implicados.

La excelente eficacia que presentaban, hace unas décadas, los tratamientos Unicos de
ciprofloxacino frente a este tipo de infecciones se vio ensombrecida por la aparicion de
resistencias a las quinolonas debido, posiblemente, a una errénea utilizacién de las mismas. En
estos momentos, esta amenaza debe controlarse con una politica sanitaria global que ayude a
conservar la eficacia de los antibiéticos disponibles, y, a la identificacion de nuevos compuestos
(Tapsall, 2001).

1.4.3. Infecciones gastrointestinales

Las quinolonas han sido de utilidad para el tratamiento de infecciones gastrointestinales, desde
la aparicién del ac. nalidixico, especialmente en procesos gastroentéricos agudos (Hassan,
1970). Son potentes inhibidores de la mayoria de las bacterias patégenas conocidas del tracto
gastrointestinal incluyendo Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio spp., Campylobacter jejuni,
Aeromonas spp. Y, E. coli enterotoxigénica (Akalin, 1995, Wolfson, 1989).

Cuando se introdujeron, las fluoroquinolonas eran extremadamente activas frente a todas las
bacterias patdégenas entéricas, y, entre mas de 50 y 100 veces mas potentes que el ac.
nalidixico (Bryan, 1990, Goodman, 1984, Newman, 1998). Ciprofloxacino era el compuesto
mas activo, dos o tres veces mas, que el resto de compuestos de la familia, aunque se usaban
indistintamente las fluoroquinolonas existentes, ya que las concentraciones en el lugar de la
infeccion eran mas de 100 veces superiores a las CMI. Con la aparicibn de cepas con
susceptibilidad disminuida, las diferencias entre las distintas quinolonas han adquirido
importancia, y su uso esta mas controlado. CMI superiores a 32 mg/L para el ac. nalidixico (una
sola mutacién en gyrA) aumentan en 10 veces la CMI de las fluoroquinolonas, aunque suelen
estar aun por debajo de su punto de corte de resistencia (Ruiz, 2002, Threlfall, 1999).

Las fluoroquinolonas, después de mas de 20 afios de uso clinico, estan entre los antibidticos
recomendados para tratar, por ejemplo, la diarrea del viajero (especialmente con resistencias a
trimethoprim-sulfamethoxazole), las salmonelosis invasivas o severas, la fiebre entérica por S.
enterica serovar Paratyphi, el colera y la shigellosis (Gomi 2001, Khan, 1997, Leibovitz, 2000,
Martin, 2006). El desarrollo de resistencias ha limitado su uso en las infecciones por
Campylobacter, y, peligra su uso en las fiebres entéricas (Engberg, 2001).
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En cambio, esta bien valorado el uso de las quinolonas en pacientes inmunocomprometidos, en
especial los que reciben quimioterapia, puesto que conlleva una ruptura de la integridad de la
mucosa gastrointestinal y el consecuente riesgo de padecer una bacteriemia por bacilos Gram
negativos de origen intestinal (Wolfson, 1989). A pesar de las reticencias iniciales al uso de
quinolonas en nifios con infecciones gastrointestinales, grupo que presenta mayor incidencia
de casos, los datos disponibles no muestran, tras su uso en el tratamiento de diarreas severas
en nifios, efectos téxicos ni artropatias atribuibles a las quinolonas que comprometan su
utilizacion (Grady, 2003, Grendel, 2008, Leibovitz, 2000, Traa, 2010, WHO 2005).

En general, en infecciones gastrointestinales, se utilizan norfloxacino, ciprofloxacino,
pefloxacino y ofloxacino, porque alcanzan buenas concentraciones en el intestino (5 a 10 veces
superiores a las plasmaticas), por su capacidad de inhibir de forma selectiva la flora bacteriana
aerobia Gram-negativa con poco efecto sobre la flora anaerobia intestinal, y, porque se
eliminan parcialmente por la bilis. Este uso de las quinolonas como profilaxis en pacientes
neutropénicos y oncoldgicos debe llevarse a cabo con precaucién debido a la aparicién de
resistencias asociadas a su uso continuado (Akalin, 1995, Krcmery, 1995).

1.4.4. Infecciones respiratorias

Es relevante la susceptibilidad a las fluoroquinolonas de los patdgenos respiratorios, tanto
Gram negativos (Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Klepsiella pneumoniae) como
Gram positivos (Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus). Ademas, las quinolonas
de la ultima generacién son activas incluso frente a otros patégenos respiratorios atipicos como
Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, y Mycobacterium
tuberculosis (Ferrara, 2005, Shopsin, 2004).

Las fluoroquinolonas presentan caracteristicas farmacocinéticas favorables para el tratamiento
de infecciones respiratorias causadas por estas bacterias ya que penetran bien en el
parénquima pulmonar, fluidos bronquiales y macréfagos alveolares, alcanzando
concentraciones similares o superiores a las halladas en suero, lo que asegura su eficacia in
vivo (Blondeau, 1999, Neuman, 1988).

Se han demostrado distintos grados de eficacia frente a la mayoria de infecciones respiratorias
de las quinolonas de segunda, tercera y cuarta generacién, como ciprofloxacino, ofloxacino,
pefloxacino, enofloxacino, levofloxacino, esparfloxacino, moxifloxacino, gatifloxacino,
gemifloxacino (Hooper, 2000, Lowe, 2000).

Se utilizan ciprofloxacino, ofloxacino y levofloxacino en el tratamiento de infecciones de las vias
respiratorias superiores y otorrinolaringolégicas, como amigdalitis, sinusitis y otitis media
(Blondeau, 1999). En el caso de las infecciones en vias respiratorias inferiores (neumonia
nosocomial, neumonia adquirida en la comunidad, fibrosis quistica, bronquitis aguda) se
utilizan esas mismas quinolonas y, en infecciones graves las de Ultima generacién (Blondeau,
2008). Moxifloxacino se aprobd por la FDA en 1999 y gemifloxacino en 2003, ambas para
neumonias de la comunidad y exacerbacion bacteriana aguda de la bronquitis crénica,
mientras que moxifloxacino estd ademés aprobado para sinusitis bacteriana aguda. Su eficacia
en los estudios clinicos es muy similar a la de los beta-lactamicos con inhibidores de beta-
lactamasas y macrélidos, aunque su actividad in vitro es superior (Ball, 2000a).

Moxifloxacino y gemifloxacino (Karageorgopoulos, 2009) son las fluoroquinolonas
comercializadas con actividad mas potente frente a los patégenos respiratorios, como S.
pneumoniae incluso resistente a penicilina o multiresistente, en comparaciéon con
ciprofloxacino. También poseen actividad frente a patdgenos atipicos respiratorios, y mayor
actividad que ciprofloxacino frente a bacterias anaerobicas. En cambio, no poseen una
excelente actividad frente a MRSA, y son menos activos que ciprofloxacino frente a P.
aeruginosa. Poseen muy buena biodisponibilidad por via oral, y un tiempo de vida media que
les permite una sola administracién diaria (Blondeau, 2008, Keating, 2004).

El uso apropiado de las quinolonas para el tratamiento de infecciones del tracto respiratorio,
genera mucha discusion entre los investigadores (Eliopoulos, 2004, Low, 2004, Martinez, 2004,
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UNICEF, 2006). Un motivo es la posible emergencia de resistencias a quinolonas,
particularmente entre S. pneumoniae (Eliopoulos, 2004, Low, 2004), y, mas recientemente,
entre H. influenzae (Nazir, 2004). Aungque en estos momentos, la resistencia global a las
quinolonas entre los neumococos es muy baja (< 5%), preocupa el hecho que la incidencia esté
aumentando (Low, 2004). De todas maneras, este incremento de resistencia se ha observado
frente a aquellas quinolonas que poseen una modesta actividad in vitro frente a las cepas
(Davidson, 2002, Ross, 2002, Urban, 2001, Workman, 2002). Por tanto, existe la posibilidad
que el uso de quinolonas de las ultimas generaciones, con potente actividad, pueda retrasar la
aparicion de resistencias (Andriole, 2005b), a la vez que combatir mejor las infecciones
respiratorias para las que se consideran adecuadas.

1.4.5. Infecciones osteoarticulares

El agente causal mas comun de osteomielitis bacteriana es Staphylococcus aureus, aunque
también son frecuentes las infecciones polimicrobianas en las que estan implicados patégenos
Gram-negativos como Pseudomonas aeruginosa y Enterobacteriaceae (Wolfson, 1989), cada
vez mas resistentes a la combinacion terapéutica de primera opcion (B-lactamico mas
aminoglucésido) (Wolfson, 1989). Una alternativa al tratamiento tradicional es la administracion
oral de fluoroquinolonas, como ciprofloxacino y ofloxacino, que llegan faciimente al tejido éseo
y presentan un espectro de accién adecuado (Lew, 1999a), la combinacién con rifampicina, o
compuestos de Utlima generacion como moxifloxacino (Keynan, 2004).

Los pacientes con osteomielitis necesitan para su curacion una aproximacién quirdrgica
asociada a un tratamiento profilactico con antibiético de larga duracién. Excepto rifampicina y
las quinolonas, los antibiéticos penetran con dificultad en el hueso, y los niveles son bastante
bajos. Para obtener tasas de curacién aceptables, el tratamiento, normalmente parenteral,
debe prolongarse durante varias semanas. Las quinolonas presentan ventajas para el
tratamiento de este tipo de infecciones, debido a su buena biodisponibilidad oral, sus niveles en
tejido 6seo por encima de las CMI de las especies patdgenas implicadas y sus relativamente
escasos efectos téxicos (Lew, 1999b), ademas de la disminucién del coste del tratamiento.

1.4.6. Infecciones de la piel y estructuras relacionadas (SSSIs)

Las infecciones de la piel y estructuras relacionadas (SSSIs, siglas en inglés) agrupan a un
amplio rango de indicaciones clinicas con diversos grados de severidad (no complicadas —
uSSSis- y complicadas —cSSSils-). Las infecciones de piel y de estructuras relacionadas
representan una buena parte de las enfermedades infecciosas (Giordano, 2007), y son
responsables aproximadamente del 10% de todas las admisiones hospitalarias (CDC, 2001).

La terapia antimicrobiana ha demostrado ser claramente beneficiosa tanto para la cura de las
infecciones como para la prevencion de la progresion y dispersion de la infeccién, aunque hay
algunas excepciones que no necesitan tratamiento antibiotico.

Las fluoroquinolonas son unos antibiéticos potentes y con amplio espectro, y, las nuevas
quinolonas, como se ha mencionado, poseen actividad elevada frente a los patégenos Gram-
positivos, actividad frente a bacterias anaerdbicas y se mantienen activos frente a bacilos
Gram-negativos. Varias fluoroquinolonas han sido evaluadas en el tratamiento de uSSSs y
cSSSis. Las tasas de curacion clinica se consideraron equivalentes a las de los comparadores,
sugiriendo un rol para el tratamiento de estas infecciones con quinolonas, en combinacion o no,
con antibiéticos anti-anaerobios.

El alcance de las SSSI es amplio, tanto por las estructuras anatémicas afectadas como por los
patdégenos involucrados, y se dividen en dos categorias: no complicadas y complicadas (FDA,
1998).

En la categoria de SSSIs no complicadas 0 uSSSls estarian los abcesos simples, impétigo,

forunculosis y celulitis; las heridas trauméticas sobreinfectadas se pueden considerar en este
grupo, cuando la infeccion estd causada por bacterias comensales de la piel aprovechando
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lesiones cutaneas. Estas infecciones son tipicamente monomicrobianas y causadas por
bacterias Gram-positivas, normalmente por S. aureus y Streptococcus del grupo A (DiNubile,
2004).

Las cSSSlIs normalmente incluyen capas o estructuras inferiores de la piel, o, coexisten en
pacientes con inmunosupresion u otras comorbilidades (Nichols, 1999). Se incluyen en esta
categoria: abcesos, heridas y quemaduras infectadas, mordeduras de animales infectadas e
infecciones del pie diabético. Las infecciones complicadas pueden incluir subtipos no
complicados, pero que estén en localizaciones anatomicas que predispongan a la combinacion
con infecciones polimicrobianas (DiNubile, 2004). Otras entidades como fascitis necrotizante e
infecciones que implican materiales prostéticos se tratan de manera separada, por su
naturaleza especial.

Las uSSSlIs estan causadas normalmente por Staphylococcus aureus y Streptococcus
pyogenes, y la terapia empirica, normalmente con cefalosporinas de primera generacion, se
dirige s6lo frente a estos microorganismos Gram-positivos sensibles (Guay, 2003). Las
fluoroquinolonas como levofloxacino, gatifloxacino y moxifloxacino estan todas aprobadas por
la FDA para uSSSil, pero debido a su amplio espectro y potencia se reservan normalmente
para infecciones en las que las cepas sean resistentes a los antibiéticos de primer uso (Martin,
2004, Raghavan, 2004, Stevens, 2005).

En los Ultimos afos, la emergencia de cepas MRSA, primero de origen hospitalario (HAMRSA),
y, a partir de mediados de los 90, también de origen no hospitalario o ambulatorio (CAMRSA),
ha conducido a modificar el tratamiento de, incluso, las infecciones no complicadas. Por MRSA
se entienden aquellas cepas que son resistentes a todos los antibidticos beta-lactamicos,
incluyendo a penicilinas y cefalosporinas (Crawford, 2007). Las CAMRSA son mas virulentas
aunque menos multiresistentes que las HAMRSA, por tanto, sensibles a farmacos frente a los
que las HAMRSA son resistentes, como clindamicina. La transmision de CAMRSA entre
miembros de una misma comunidad o nicho es mas facil. En algunas localizaciones, las cepas
de MRSA representan mas del 50% de los S. aureus aislados de uSSSis (Frazee, 2005). Los
tratamientos antibiéticos empiricos son diferentes en funcién de la procedencia de la cepa, v,
dependen de la severidad de la patologia, del tipo de cepa y de la epidemiologia de la zona
geogréafica.

El abordaje inicial de SSSIs por MRSA, con pus y sin sintomas asociados de infeccion
sistémica, debe ser realizar un desbridamiento y drenaje, con o sin tratamiento antibiético,
siempre en funcién del area de la lesion (Daum, 2007). En ocasiones, en infecciones de
impétigo, el tratamiento tépico es suficiente con bacitracina, mupirocina, ac. fusidico o
retapamulina, por ejemplo, siempre y cuando se obtenga una rapida mejoria (Gentry, 2007,
Jones, 2006).

En el caso de considerar adecuado un tratamiento empirico oral, con los beta-lactamicos
descartados, no esté claro cuél debe ser la primera opcién. Las quinolonas, de las primeras
generaciones, pueden seguir siendo activas, aunque se compromete su actividad en algunos
casos, y es mejor asegurar la sensibilidad de las cepas, mientras que se pueden seleccionar
trimetroprim/sulfametoxazole, clindamicina y las tetraciclinas. En el caso de linezolid o
rifampicina, deberian ser reservados, al igual que las quinolonas de cuarta generacion, para no
incrementar las resistencias o asegurar la eficacia en infecciones mas graves o con gérmenes
multiresistetentes (Daum, 2007, Fiebelkorn, 2003, Frazee, 2005, Weber, 2003). Se podrian
afadir otros antibioticos, de uso exclusivamente parenteral, como vancomicina, daptomicina o
tigeciclina (Daum, 2007), al tratamiento no de primera linea.

De igual manera, al ser las cepas de CAMRSA muy frecuentes en abcesos y otras infecciones
con pus, es muy importante valorar qué infecciones pueden controlarse solo con
desbridamiento, drenaje y antiséptico, en pacientes inmunocompetentes (Lee, 2004). Por otro
lado, un abordaje para disminuir la posibilidad de infeccion sistémica por MRSA, son las
terapias de descolonizacién, que se realizan en aquellos casos que se considera necesario
para evitar infecciones sistémicas tras cirugias o en pacientes de riesgo; estudios publicados
indican que la descolonizacién es efectiva, aunque normalmente, también transitoria (Huang,
2006, Ridenour, 2007).
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En cSSSis, ademas de las bacterias Gram-positivas como patégenos mas frecuentes (Rennie,
2003), se detecta mayor incidencia de bacterias Gram-negativas y anaerobicas (Yee, 2005).
Los Gram-negativos suelen incluir a Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, y Enterobacter cloacae (Rennie, 2003). Adicionalmente, la flora entérica,
normalmente enterococos y anaerobios, es mas importante cuando la piel infectada esta en la
mitad inferior del cuerpo (File, 1995). Los anaerobios mas cominmente aislados son
tipicamente de las especies Prevotella, Bacteroides, y Peptostreptococcus, y pueden llegar a
representar el 10% de los causantes de las infecciones (Giordano, 2005).

Muchos de los pacientes con cSSSI son tratados a nivel hospitalario con antibidticos
endovenosos, aungue no hay consenso respecto a la terapia empirica (Rhagavan, 2004). Los
antibidticos mas frecuentemente utilizados son cefalosporinas de amplio espectro y la
combinacion de penicilina/inhibidor de penicilinasas. Moxifloxacino, de amplio espectro
incluyendo a anaerobios, esta indicada para el tratamiento de este tipo de infecciones, y se
puede utilizar como monoterapia (Rhagavan, 2004).

Un uso moderadamente restringido a infecciones mas graves, posiciona favorablemente a las
fluoroquinolonas (Fernandez-Obregén, 2005) en el tratamiento de Ulceras infectadas de
decubito, abcesos subcutaneos, celulitis (Hooper, 2000), y otras infecciones de piel graves y/o
recurrentes, como el pie diabético y heridas quirdrgicas sobreinfectadas (Karchmer, 1999).
Ciprofloxacino se puede utilizar para cSSSls por P. aeruginosa y Enterobacterias. Ofloxacino
para infecciones por Gram-positivos y temafloxacino para infecciones por anaerobios (Gentry,
1991). Moxifloxacino ha demostrado igual eficacia que cefalexina frente a SSSls, a una
concentracién menor y con un tratamiento de 7 dias, una vez al dia, respecto a 7 dias, tres
veces al dia (Parish, 2001).

Moxifloxacino, es un buen ejemplo de farmaco eficaz en este tipo de infecciones complicadas,
una dosis Unica diaria, facil transicién a terapia oral y excelente perfil de seguridad. Sin
embargo, en paralelo al reconocimiento de la eficacia de las quinolonas, la prudencia médica y
de las autoridades sanitarias no recomienda utilizar a estos antibiéticos como primera opcion,
por su eficacia frente a patdgenos Gram-negativos, que no tienen facil tratamiento, y, se
prefiere reservarlos como monoterapia frente a aquellas infecciones polimicrobianas en las que
se sospeche la presencia de bacterias Gram-negativas, y/o anaerobios, junto a los Gram-
positivos tipicos (Gorwitz, 2006, FDA, 2005).

En resumen, con el aumento de la prevalencia de infecciones por CAMRSA, el tratamiento de
las SSSis requiere el conocimiento de la epidemiologia en las zonas determinadas, aunque se
sugiere un limite arbitrario minimo de un 10% de MRSA en los S. aureus causantes de SSSils.
Por tanto, la terapia frente a este tipo de infecciones debe ir dirigida por los resultados de
susceptibilidad de los cultivos o por la sensibilidad de las cepas, idealmente, antes del inicio del
tratamiento (Gorwitz, 2006, FDA, 2005).

1.4.7. Infecciones intraabdominales y pélvicas

La terapia antimicrobiana es imprescindible para el control y tratamiento de las infecciones
intraabdominales y pélvicas relacionadas, especialmente, con intervenciones quirdrgicas. La
relevante disminucién de la morbilidad ha sido debida a la potencia de los antibiéticos
disponibles, especialmente las quinolonas (Nord, 1999, Solomkin, 1992).

Escherichia coli, Bacteroides fragilis y otras especies de Bacteroides son los patégenos mas
comunes asociados con las infecciones gastrointestinales, ademas de bacterias Gram-positivas
como Staphylococcus aureus (Solomkin, 2010). Las quinolonas pueden utilizarse en el
tratamiento de infecciones intraabdominales (peritonitis, abceso intraabdominal, pancreatitis),
ginecoldgicas (endometritis, enfermedad inflamatoria pélvica) y androlégicas (prostatitis,
epididimitis), aunque, si se utilizan ciprofloxacino o levofloxacino, deben administrarse con
metronidazol (Solomkin, 1998), o reemplazar con las quinolonas de la Ultima generacion
activas también frente a bacterias anaerdbicas, como moxifloxacino y clinafloxacino (Nord
1999, Solomkin 2001 y 2010).
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La seguridad y eficacia del tratamiento con quinolonas, apoyada en su buena farmacocinética y
farmacodinamia en el tejido abdominal inflamado, en este tipo de infecciones esta bien
documentada en estudios y en su uso clinico (Falagas, 2007).

1.4.8. Infecciones del Sistema Nervioso Central

Las quinolonas tienen dos propiedades importantes que sugieren que pueden ser apropiadas
para el tratamiento de infecciones del Sistema Nervioso Central (CNS): una excelente actividad
in vitro frente a los patdgenos de las meninges mas frecuentes (H. influenzae, N. meningitidis,
S. pneumoniae, E. coli, S. agalactiae, L. monocytogenes, P. aeruginosa, Salmonella spp. y S.
aureus), y, una buena penetracion en los espacios extravasculares, incluyendo el fluido
cerebroespinal (CSF) (Andes, 1999, Chowdhury, 2000).

Las concentraciones que se consiguen en CSF se correlacionan directamente con la potencia
in vivo de cada molécula, y la actividad bactericida se correlaciona con la potencia in vitro,
justificando el uso selectivo de estos productos en las meningitis bacterianas causadas por
Gram-negativos sensibles (Stahl, 1986), y, aunque con menores datos, por Gram-positivos
sensibles (Schmidt, 1993).

Las quinolonas no deben usarse empiricamente como farmacos de primera eleccion, sino sélo
para P. aeruginosa multiresistentes (Wong-Beringer, 1997, Lambert, 2002), o, cuando la
respuesta a los beta-lactdmicos sea lenta (Sanders, 1988). De igual manera, el uso de las
quinolonas esta parcialmente contraindicado en nifios, aunque ciprofloxacino se considera
adecuado en el tratamiento de infecciones graves en pacientes pediatricos, cuando el beneficio
se considera que supera al riesgo (Price, 2000, Saez-Llorens, 2002, Workman, 1999).

Por tanto, las fluoroquinolonas tienen un rol limitado en la terapia en meningitis bacterianas
(Lutsar, 1998, Sanders, 1988), sin suplantar, a los regimenes de primera eleccién, aunque
ciprofloxacino puede ser utilizado con éxito en la erradicacidon del estatus de portador de
meningococo, reemplazando a rifampicina en esta indicacidon para adultos, y quizas en nifios
(Gaunt, 1988). Las nuevas quinolonas, ademéas de abordar infecciones causadas por Gram-
positivos sensibles, pueden hacer la misma funcion en la erradicacion del estatus de portador
nasofaringeo de H. influenzae.

1.4.9. Endocarditis

El espectro y las caracteristicas farmacocinéticas de las quinolonas las han posicionado en el
grupo de compuestos con utilidad para el tratamiento de endocarditis bacterianas, patologias
de elevada morbi-mortalidad (Gudiol, 2009). En particular, las nuevas generaciones de
quinolonas, al poseer un espectro in vitro que cubre a los organismos asociados con las formas
particularmente recalcitrantes como S. aureus (MSSA y MRSA), P. aeruginosa y Coxiella
burnetti se posicionan como agentes prometedores para tratar este tipo de infecciones
(Eliopoulos, 1984, Raoult, 1999, Yebra, 1990). Algunas de estas formas de endocarditis
bacterianas se han asociado con fallos terapéuticos de los tratamientos estdndar (Karchmer,
1985, Reyes, 1983).

En este tipo de infecciones, los modelos animales han sido de extrema utilidad, especialmente
por la dificultad de asegurar la esterilizacion de las vegetaciones infectadas con >10"-10°
bacterias/g de tejido, y en presencia de un cuerpo extrafio, como suelen ser los catéteres. Son
infecciones complicadas de tratar por diversos motivos: hay antibiéticos para los que es dificil
atravesar la barrera mecanica de las vegetaciones infectadas, y algunas especies estan en
fase metabdlica de crecimiento aparentemente inactiva, por lo que se reduce la eficacia de los
antibiéticos cuya diana es la pared celular (Durack, 1982, Galani, 2009, Garcia-de-la-Maria,
2010, Marco, 2008).

Se estan estudiando los nuevos antibidticos frente a Gram-positivos y las nuevas quinolonas
como agentes prometedores en este tipo de infeccién, a pesar de la amplia utilizacién de otros

52



Capitulo I. Introduccion

farmacos como vancomicina (Anguita-Alonso, 2006, Galani, 2009, Garcia-de-la-Maria, 2010,
Marco, 2008). Se considera una posible ventaja, de las nuevas quinolonas, su actividad
bactericida dosis dependiente, que normalmente se mantiene en presencia de inéculos
elevados y en fase estacionaria de crecimiento. Las quinolonas suelen mantenerse activas a
pH &cido (microambiente en abcesos metastaticos, complicacion de las endocarditis
bacterianas), y distribuyen bien a través de las vegetaciones cardiacas en modelos
experimentales (Anguita-Alonso, 2006). Otro punto a favor de las quinolonas es que suelen
actuar sinérgicamente con las defensas del organismo. No se consideran tratamientos de
primera eleccién pero, desde ofloxacino en combinacion con doxiciclina para Coxiella spp,
ciprofloxacino en endocarditis por Legionella spp., o las nuevas quinolonas para endocarditis
por Mycoplasma, con tratamientos de hasta 6 meses, son eficaces en el control de esta
patologia. Para el tratamiento empirico de algin subtipo de endocarditis se recomienda
ciprofloxacino con vancomicina y gentamicina (ESC, 2009, Que, 2011).

1.4.10. Infecciones oculares y otorrinolaringolégicas

Las quinolonas presentan una buena actividad frente a los patégenos mas frecuentes oculares,
son bien toleradas, y se alcanzan concentraciones terapéuticas en lagrimas, cérnea y el humor
acuoso, tras aplicaciones topicas (Barza, 1991). Se dispone de formulaciones oftalmicas de
diversas fluoroquinolonas (como ciprofloxacino, ofloxacino y levofloxacino), y se usan
comunmente, como gotas oculares, para el tratamiento de infecciones oculares externas, como
conjuntivitis y queratitis (infeccién de la cornea), y, esta en discusién su uso en endolftalmitis
(infeccién del humor vitreo y/o del humor acuoso) (Calleghan, 2003, Rubinstein, 2003).

Estudios en humanos con conjuntivitis o queratitis muestran similar eficacia a los tratamientos
de primera eleccion (tetraciclinas), aunque la excepcién son las conjuntivitis por Chlamydia, en
las cuales funcionan mejor las quinolonas (Rubinstein, 2003).

Las quinolonas administradas sistémicamente alcanzan concentraciones terapéuticas en los
tejidos oculares externos (anteriores), y la combinacién de tratamientos tépicos y sistémicos
puede conseguir mayores concentraciones en la cérnea y en humor acuosos, que Unicamente
la terapia tépica (Donnenfeld, 1997, Ozturk, 1999). En funcion de la quinolona, la penetracion
en el humor vitreo tras tratamiento sistémico proporciona concentraciones superiores a la CMI
de muchos de los patégenos causantes de endoftalmitis. La inyeccién intraocular es la ruta de
administracion seleccionada para el tratamiento de esta infeccion. Mientras que el rol de la
terapia adyuvante con antibioticos sistémicos es incierto, la combinacién de las quinolonas por
via intraocular y oral se ha utilizado en estas infecciones (Maichuk, 1998, Miller, 2003, Okhravi,
1997, Parkkari, 1995).

Esta habilidad para conseguir mayores concentraciones en el humor vitreo y en el humor
acuoso, cuando se usan simultdneamente quinolones topicas y sistémicas, sugeriria que esta
terapia combinada podria ser considerada para pacientes con queratitis bacteriana. La
combinacion de quinolonas tdpicas y orales podria ayudar a mantener concentraciones
terapéuticas, cuando el cumplimiento peligra debido a la necesidad de administraciones
frecuentes (p.ej. nocturnas). Por otro lado, sélo las quinolonas lipofilicas muestran una buena
penetracion en el humor vitreo en ausencia de inflamacién (Rubinstein, 2003).

Los datos en estudios animales parecen apuntar que la administracion sistémica de
quinolonas, usadas como terapia adyuvante de las endoftalmitis, puede ser mejor que la
intraocular, y sobretodo, puede ser muy prudente y ventajoso usar quinolonas que posean
tanto una buena penetracién ocular como actividad antiestafilocécica (Barza, 1991).

Por otro lado, las infecciones del oido, nariz y garganta son las mas comunes entre las
infecciones no hospitalarias, y las quinolonas son una opcion terapéutica muy valorada para el
tratamiento de algunas de las infecciones otorrinolaringolégicas. Las ventajas de esta familia de
compuestos son la disponibilidad de formulaciones orales y tdpicas, su baja toxicidad y la
excelente penetracion en las secreciones nasales, la saliva y el hueso (Barza, 1988).
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Las fluoroquinolonas orales son los farmacos de eleccion para el tratamiento de infecciones
causadas por Pseudomonas aeruginosa. Las quinolonas tépicas son ideales para la otitis
media supurativa crénica, y la otorrea por perforacion del timpano. Sin embargo, las quinolonas
sistémicas no estan indicadas para la otitis media no necrotizante, y, tampoco se recomiendan
como terapia inicial para la otitis media, la sinusitis, o la faringotonsilitis (Rubin, 1988). De
hecho, se han incluso descrito casos de bacteremia por neumococos después de una terapia
fallida con ciprofloxacino (Frieden, 1990).

Por otro lado, ciprofloxacino se ha utilizado para controlar y erradicar la carga nasal de

Neisseria meningitidis, frente a la que posee una buena actividad, al igual que esta
recomendada rifampicina (CDC, 1997).

1.4.11. Septicemias e Infecciones en Unidades de Cuidados Intensivos (UCIs)

Las fluoroquinolonas se utilizan para el tratamiento de infecciones hospitalarias en las
Unidades de Cuidados Intensivos (UCIs), por su potente actividad frente a bacterias Gram-
negativas resistentes, por su actividad frente a enterococos resistentes a vancomicina
(principalmente en Estados Unidos), y por su baja asociacién con las colitis por C. difficile,
aunque hay cierta controversia en esta Ultima afirmacion (Rubinstein, 2003).

Sin embargo, el amplio uso de las fluoroquinolonas en las UCI de algunos hospitales, ha
llevado a un aumento de la proporcion de microorganismos resistentes (Carmeli, 1999,
Coronado, 1995, Villers 1998), y, por tanto, a un cambio de estrategia antibiética. Por otro lado,
en aquellas zonas donde se mantenga la actividad de estos compuestos, esta justificado su
uso, y a la vez su consideracion prudente para el tratamiento empirico de infecciones
hospitalarias (Mulvey, 2009).

El uso profilactico de las quinolonas en los pacientes inmunosuprimidos ya no se recomienda,
sino que reservan para infecciones declaradas. En estos momentos, por ejemplo, las
fluoroquinolonas levofloxacino y moxifloxacino, con su actividad mejorada frente a Gram-
positivos, se utilizan como tratamientos alternativos en las septicemias, en funcion de la
resistencia de los patégenos implicados, la presencia de microorganismos asociados,
comorbilidades de los pacientes, etc, aunque no son de primera eleccion. Quizas gemifloxacino
0 alguna otra molécula, con mayor potencia frente a Gram-positivos multiresistentes, puedan
ser alternativas Utiles para el tratamiento de este tipo de infecciones (Fung-Tomc, 2000, Kang,
2004).

En los ultimos afios, ha habido un aumento en el nimero de enfermedades y patologias que se
tratan en las UCls, y también, un aumento de la prevalencia y severidad de las infecciones
hospitalarias. Se considera a las UCI como el punto de encuentro entre las infecciones
hospitalarias y las adquiridas en la comunidad, o en ambiente no hospitalario (Livermore,
2009). La septicemia, en particular, estd cominmente asociada a la presencia de una via
parenteral; un 10% de los pacientes ingresados en UCIs con catéteres intravenosos, durante
mas de 72 horas, desarrollan una infeccién sistémica (Rubinstein, 2003). En un reciente corte
de prevalencia de un dia realizado en 1.265 UCI de 75 paises (Vincent, 2009) cerca del 20%
de los 14.414 pacientes tenian diagnéstico de bacteriemia o infeccion relacionada con catéter
vascular (BP/BRC). En Espafa, los datos recogidos por el registro ENVIN-HELICS del afio
2010 indican que las BP/BRC, excluidas las bacteriemia secundarias a otros focos, constituyen
aproximadamente el 17% de las infecciones controladas por el registro (SEMICYUC, 2011).

Patégenos causantes comunes son Staphylococcus epidermidis y S. aureus, ambos
normalmente resistentes a meticilina, aunque, en pacientes neutropénicos con profilaxis
antibiotica tienen mayor relevancia las especies de Gram-negativos (Lautenbach, 2001,
Mermel, 2001). Entre los Gram-negativos ha aumentado significativamente la resistencia a
antibioticos, como las fluoroquinolonas y los beta-lactamicos (cefalosporinas, en particular), por
lo que se recomienda dirigir la terapia hacia los patégenos teniendo muy en cuenta la
epidemiologia y su probable perfil de resistencia (Gudiol, 2009).

54



Capitulo I. Introduccion

Ademas, el aumento de la emergencia y transmision de cepas multiresistentes en los
hospitales, que estan bajo presion antibiética, coincide con la disminucion de los antibiéticos
disponibles para combatirlas (Kollef, 2000). En muchas UCI, el 100% de los pacientes reciben
profilaxis antibiética cuando superan las 48h de ingreso, y se puede hablar de una incidencia
total de las infecciones adquiridas en la UCI del 20,3% (Alvarez-Lerma, 2005, Legras, 1998).

En general, los microorganismos patégenos mas frecuentemente asociados en infecciones
hospitalarias en UCI son Enterobacterias (34,4%), Staphylococcus aureus (30,1%, un 60% de
MRSA), Pseudomonas aeruginosa (28,7%), estafilococos coagulasa negativos (19,1%) y
hongos (17,1%) (Vincent, 1995). Dentro de cada uno de ellos, la resistencia a los antibiéticos
es distinta entre paises y entre hospitales.

La etiologia mas frecuente de las bacteremias por catéter son Staphylococcus coagulasa-
negativos (SCN), que causan cerca del 40% de todos los episodios (Sanchez-Garcia, 2011), el
72% de las producidas por grampositivos. Staphylococcus epidermidis causa aproximadamente
dos tercios de las bacteremias primarias y relacionadas con catéter, por SCN, el 25% del total.
Se considera que el origen habitual de estos es la piel circundante y las conexiones de los
catéteres (Harbarth, 2002, Vincent, 2009).

Para los patdgenos Gram-negativos resistentes, las fuentes mas comunes en las UCI son las
infecciones del tracto respiratorio y del tracto urinario. La neumonia ocurre entre un 9-20% de
los pacientes que requieren ventilacion mecénica, con una mortalidad asociada entre el 20-
80% (Hanberger, 1999). Estas infecciones estdn causadas en un 75-90% de las veces por
Gram-negativos, como A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae con beta-lactamasas de
espectro ampliado, y Stenotrophomonas maltophilia, entre otros, normalmente resistentes a
mas de un antibiético. Los patrones de resistencia a las fluoroquinolonas, y a algunos
antibiéticos, en general, varian ampliamente entre hospitales, y por tanto, las recomendaciones
del tratamiento antibiético han de ser diferentes entre ellos.

La terapia empirica inicial deber ser eficiente al maximo frente a los posibles patégenos, hasta
disponer de la identificacion y perfil de susceptibilidad de los mismos, el retraso en la terapia
eficaz en infecciones graves produce un aumento significativo de la mortalidad (Kollef, 2000).

1.4.12. Otros usos
1.4.12.1. Quinolonas en Pediatria

Los antibiéticos son los agentes terapéuticos mas utilizados en pediatria, la mayoria para tratar
infecciones comunes como otitis media, faringitis, neumonia y otras infecciones respiratorias
que se diagnostican a nivel ambulatorio. En muchos de estos casos, la prescripcion es
inapropiada y la sobreutilizacibn o mal uso de antibiéticos, un problema especialmente
preocupante en este grupo de la poblacion (Rossignoli, 2005, Mangione-Smith, 2005). Otras
infecciones como las de piel y tejidos asociados, tracto genitourinario, huesos y articulaciones,
o del sistema nervioso central son tratados a nivel hospitalario, dentro de politicas de control
antibiético mas rigurosas (Chavez-Bueno, 2009).

Ciprofloxacino es la Unica quinolona aprobada para su uso en nifios, y lo es en infecciones
complicadas del tracto urinario, pielonefritis y post-exposicion a antrax por inhalacién (Chavez-
Bueno, 2009). Otras quinolonas aprobadas en adultos como levofloxacino, ofloxacino y
norfloxacino, y de mas reciente aparicion, como gemifloxacino y moxifloxacino, se utilizan, sélo
esporadicamente en nifios, aunque cada vez se dispone de mas datos de su uso como agentes
de segunda o tercera opcion en infecciones graves (Chien, 2005, Pinon, 2010). En general, los
datos de farmacocinética en nifios son muy escasos, aunque el aumento de su uso en
infecciones en nifios con fibrosis quistica o otitis media aguda estan ayudando a su mejor
conocimiento (Leibovitz, 2006). De hecho, como primera opcion, se administran basicamente
en nifios con infecciones sistémicas muy graves o con infecciones por P. aeruginosa en
pacientes con fibrosis quistica.
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El uso de las quinolonas en nifios se vi6 limitado por la aparicion de artropatias en estudios con
animales juveniles (Leibovitz, 2006, Stahlmann, 1999). Existe mucha informacion preclinica
sobre la aparicion de artropatias en animales de experimentacion, debido a la toxicidad
articular de las quinolonas y la afectacion de los cartilagos en animales jévenes (Forsythe,
2007, Leibovitz, 2006). A pesar de que la patogénesis no se conoce completamente, esta
demostrada en animales jévenes, aunque no se ha demostrado la asociacion con aparicion de
artropatias irreversibles tras su utilizacion en nifios (Forsythe, 2007). De todas maneras,
aunque la asociacidon es débil, es prudente su uso en pediatria si hay otras alternativas
terapéuticas disponibles con mayor seguridad (Forsythe, 2007, Leibovitz, 2006).

Es de destacar que, a pesar de su uso limitado en pediatria, se estima que se realizan, s6lo en
Estados Unidos, més de medio millon de prescripciones anuales de quinolonas en pacientes
menores de 18 afios. Se espera que, la recopilacién de datos sobre la eficacia y la seguridad
de esta familia de compuestos, en poblacion infantil, se vea aumentada, también, por la mayor
exigencia de las autoridades regulatorias, en todo el mundo, para que las compafiias
farmacéuticas realicen el desarrollo clinico de los nuevos farmacos en poblaciéon pediatrica
(EMA, 2006a, UNICEF, 2006).

En este sentido, se dispone de datos de un estudio observacional (Yee, 2002) que incluia a
mas de 6.000 pacientes menores de 19 afios tratados con ofloxacino o ciprofloxacino, y a
15.073 tratados con azitromicina, en el que no se objetivaron diferencias significativas en la
frecuencia de lesiones en los cartilagos de crecimiento (0,82% en los tratados con
fluoroquinolonas y del 0,78% en los tratados con azitromicina) (Gurgui, 2003, Nydert, 2011).

Por tanto, se considera que el uso de las quinolonas en nifios debe limitarse a infecciones con
fibrosis quistica, infecciones muy graves, meningitis neonatal por Gram-negativos resistentes,
infecciones por Salmonella o Shigella, otitis media supurativa crénica, algunos casos de otitis
media aguda complicada (Barone, 2011, Committee on Infectious Diseases, 2006, Leibovitz,
2006, Mandell 2002). Es importante adoptar precauciones para evitar, en base a los cada vez
mas numerosos datos de seguridad de estos compuestos en nifios, el uso masivo en el
tratamiento de infecciones respiratorias, que podria acelerar el problema de la resistencia en
neumocococos (Leibovitz, 2006).

En resumen, los datos disponibles indican que las fluoroquinolonas no causan, o lo hacen muy
raramente (en el peor de los casos), artropatias o anomalidades 6seas en nifios, son bien
toleradas vy, en tercer lugar, son efectivas. Por tanto, las autoridades cientificas y regulatorias
recomiendan que se considere, cuidadosamente, el uso de esta familia de compuestos
valorando los riesgos y beneficios en las siguientes infecciones (Aradottir, 1999, Hooper, 2003):

- exacerbacion broncopulmonar en pacientes con fibrosis quistica

- pacientes inmunosuprimidos

- infecciones complicadas del tracto urinario por MDR

- Sepsis 0 meningitis neonatal, especialmente por Gram-negativos resistentes

- infecciones por Gram-negativos multiresistentes en pacientes inmunosuprimidos que
necesiten una terapia prolongada por via oral.

- Osteomielitis cronica

- Oftitis media crénica supurativa por P. aeruginosa, u otitis media crénica aguda que no
responda a antibiéticos de primera eleccion.

- Infecciones por micobacterias multiresistentes

- Infecciones gastrointestinales por especies de Salmonella o Shigella, multiresistentes.

Como se ha mencionado, algunas fluoroquinolonas han sido seguras y efectivas en el
tratamiento de grupos seleccionados de pacientes pediatricos. La experiencia en este tipo de
pacientes esta aumentando, y las quinolonas han entrado a formar parte de los recursos
antibiéticos para el tratamiento de infecciones pediatricas consideradas graves o
potencialmente graves por su dificil tratamiento. Un punto a no olvidar, en base a lo ocurrido
con el uso de beta-lactamicos en nifios, es el aumento de resistencias debido al mal uso, que
no debe incrementarse para las quinolonas.
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1.4.12.2. Quinolonas en la Tercera Edad

Las quinolonas son antibiéticos ampliamente utilizados en la poblaciéon general, con la Unica
excepcién o extremada precaucion en la poblacion pediatrica, por tanto, también la poblacién
anciana se beneficia de las caracteristicas de esta familia de compuestos (Andriole, 2005a,
Neralla, 2004, Rajagopalan, 2001). En pacientes de edad, precisamente por estar
polimedicados y con mayor numero de comorbilidades asociadas, son necesarios antibiéticos
potentes que presenten un espectro bacteriano moderadamente amplio con una accién
bactericida rapida, que pueda controlar las infecciones rapidamente, debido a que suele haber
un retraso en el diagnéstico, que puede resultar fatal en muchos casos (Neralla 2004, Nicole,
1999, Pea, 2006).

Se destacan de las quinolonas sus excelentes caracteristicas farmacocinéticas, su buena
penetracion en los tejidos del pulmén y fluidos asociados, su Optima biodisponibilidad y la
posibilidad de simplificar su uso, con una sola dosis diaria. Por otro lado, la reduccién de la
estancia hospitalaria, con menor posibilidad de adquirir infecciones, ademas de su excelente
tolerabilidad representan ventajas potenciales sobre terapias con otras familias de antibiéticos,
aunque es importante monitorizar la aparicion de resistencias entre los patégenos asociados,
especialmente en neumonocos (Anzueto, 2006, Capitano 2004, Ferrara, 2007), porque ya han
incrementado su resistencia a los antibiéticos de primera eleccién (Finch, 2002, Fogarty, 2005,
Petitpretz, 2001).

Las fluoroquinolonas, como ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino y gemifloxacino, son
ampliamente utilizadas para el tratamiento de varios tipos de infecciones bacterianas (Ferrero,
2000, Loeb, 2003, Stahlmann, 2010). En general, esta familia de antibidticos se considera
segura y bien tolerada. Hay estudios comparativos que han evaluado la eficacia del uso de
quinolonas en ancianos respecto a poblaciones de menos de 65 afios y, aunque la edad no
parece disminuir su buena tolerabilidad, los efectos adversos especificos de estos antibioticos
deben tenerse en consideracién al seleccionar el tratamiento (Nicolle, 1999, Schmidt, 2006,
Stahlmann, 2010).

Estudios farmacocinéticos con quinolonas han demostrado ciertas alteraciones en poblacion
anciana; las observaciones mas frecuentes son el aumento de las concentraciones plasméticas
y del area bajo la curva, que se atribuyen, en primer lugar, a la pérdida de masa corporal de
alrededor de un 10-15% en ancianos (Nicolle, 1999, Pea, 2006), y en segundo lugar, a la
funcion renal, que disminuye claramente con la edad. Las quinolonas de excrecién renal (p.ej.
ofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino) deben ajustarse solamente si hay una reducciéon del
aclaramiento relevante de la creatinina (Ferrara, 2007, Nicolle 1999, Stahlmann, 2010).

Las reacciones del tracto gastrointestinal, como nauseas, dispepsia, vémitos o diarrea, estan
entre los efectos adversos mas frecuentemente registrados durante la terapia con
fluoroquinolonas, a pesar de que, causan diarrea con mucha menor frecuencia que otras clases
de antibiéticos (Stahlmann, 2010). Las reacciones de hipersensibilidad en la piel, ocurren con
menor frecuencia, también, que con beta-lactamicos, y, en cambio, preocupan especialmente
los efectos adversos sobre el sistema nervioso central en pacientes de avanzada edad. Dados
los efectos de estimulacibn sobre el CNS de las quinolonas, los pacientes deben ser
monitorizados cuidadosamente para este tipo de sintomas, ya que, por ejemplo, signos de
posibles efectos adversos como confusién, debilidad, pérdida de apetito, temblores o depresién
podrian ser errbneamente atribuidos a la edad y no reportados como debidos al tratamiento
(Cuhna, 2001, Stahlmann, 2010). Por otro lado, las quinolonas pueden causar prolongacioén del
intervalo QT y se debe evitar su uso en pacientes con riesgo cardiovascular (Morganroth,
2005). La posibilidad de tendinitis o rotura de tendones esta reconocida como un efecto
adverso provocado por las quinolonas, que puede ocurrir durante el tratamiento 0, unos meses
después, en la poblacion anciana (Burkhardt, 2004).

A pesar de que la poblacidn anciana posee mayor riesgo de efectos adversos debido a las co-
morbilidades y al hecho de estar polimedicados (Rajagopalan, 2001), no se ha detectado un
claro aumento de efectos adversos relacionados con el uso de quinolonas, respecto a grupos
de menor edad (Andriole, 2005, Nicolle, 1999); aunque deben tomarse precauciones y realizar
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un seguimiento, tanto de la seguridad como de la eficacia (BTS, 2001, Ferrara, 2007,
Stahlmann, 2010).

1.4.12.3. Quinolonas en Veterinaria

Los antibiéticos se usan principalmente en animales domésticos, y de manera muy excepcional
en animales salvajes. Dentro de los animales domésticos, no se destaca el caso de los
animales de compaiiia, sino el de los animales de alimentacién. Estos animales estan en
grupos muy numerosos y, normalmente, densamente confinados. Los animales productores de
carne, ademas, suelen ser sacrificados antes de llegar a una etapa de madurez fisica, por lo
que, en estas condiciones la aparicion y la facil transmision de infecciones se ven altamente
favorecidas. Es frecuente el tratamiento antibidtico de la totalidad de la poblacién, como uso
terapéutico, cuando se detectan sintomas de infecciébn en unos pocos. Los sindromes mas
corrientes que requieren terapia antibidtica son neumonia y diarrea. También es comun el uso
profilactico previo a situaciones que pueden provocar procesos infecciosos, como movimientos
0 mezclas de animales. Y, finalmente, mencionar que, aunque no las quinolonas, si hay
antimicrobianos que se utilizan para promover el crecimiento y engorde de los animales
productores de carne o derivados.

La aparicidon de resistencias bacterianas en los microorganismos patégenos animales y en
bacterias zoonéticas depende del uso que se haga de los antibiéticos (Van den Bogaard,
2000) y se monitoriza menos intensivamente que las que cursan las infecciones en humanos
(Wray, 2000).

Las fluoroquinolonas son efectivas, y se usan para el tratamiento y la prevencion de un amplio
rango de infecciones bacterianas tanto en animales de compafiia como de produccion
ganadera, y, en muchos paises, son medicamentos de prescripcion médica. El &c. nalidixico
fue la primera quinolona utilizada clinicamente en animales, aunque, de acuerdo a la
informacion disponible, ya no se utiliza (FDA, 1998, EMA, 2010). Subsiguientes quinolonas, de
las sintetizadas entre los afios 1960 y 1970 (ac. oxolinico y flumequine), se usan todavia en
veterinaria en algunos paises, mientras que las mas modernas que se introdujeron en la
década de los 90, antes que la administracion americana Food and Drug Administration (FDA)
y la European Medicinal Agency regularan un uso apropiado de las mismas (FDA 1998 y 1999,
EMA 2006b y 2010). Aln asi, la producciéon mundial de quinolonas para su uso en veterinaria,
en el afio 1997, era de 120 toneladas en Europa, EEUU, Jap6n y Korea del Sur, 470 toneladas
en China, mientras que el consumo de quinolonas para uso humano, el mismo afio, fue de 800
toneladas (WHO, 1998).

La resistencia a las fluoroquinolonas en patégenos humanos estd aumentando desde hace
unos afios, y la resistencia en bacterias zoon6ticas, causadas por el uso de las quinolonas en
animales, es un problema de salud publica, ya que se trata de una familia importante de
antibioticos en humanos. Se ha detectado un aumento de resistencia a las fluoroquinolonas en
aquellos patégenos causantes de infecciones que se tratan con estos compuestos, como E.coli
(Sumano, 1998), y no en los que son tratados con otras familias de antibidticos, como
Mycoplasma, Streptococcus o Haemophilus (Hannan, 1997, Waites, 2004). Las dos zoonosis
mas comunes de origen alimentario en el mundo son la campilobacterliosis y la salmonelosis
(WHO, 2001a), en la poblacion sana suelen ser autolimitantes, y en poblacién vulnerable o en
infecciones complicadas como la bacteriemia es necesario un tratamiento, normalmente con
quinolonas. La resistencia de bajo nivel en cepas de Salmonella spp., y, la de alto nivel en
cepas de Campylobacter spp. causantes de infecciones en humanos han emergido, en parte,
por el uso de quinolonas en animales de alimentacion. Hay informes que apuntan a un
aumento de la morbilidad y de la mortalidad debido a estas resistencias (WHO, 2000). Por
tanto, existe una necesidad para preservar la eficacia de las quinolonas en humanos, y su
utilizacion en veterinaria debe evitarse, cuando existan alternativas terapéuticas. Si se reduce
la presion antibiotica selectiva disminuiran también las bacterias resistentes a fluoroquinolonas
en los animales de alimentacion (WHO, 2001b).
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I.5. EFECTOS ADVERSOS, INTERACCIONES Y RECOMENDACIONES DE USO DE LAS
QUINOLONAS

|.5.1. Efectos adversos

En general, las fluoroquinolonas son farmacos bien tolerados y seguros, aunque poseen
efectos secundarios adversos, la mayoria leves, aunque relativamente frecuentes. Se
consideran un grupo con un buen balance beneficio/riesgo ya que ademas, pueden ser
utilizados por via oral o parenteral, permitiendo asi la terapia secuencial (Nydert, 2011).
Algunos de estos efectos adversos estdn asociados, especialmente, a esta familia de
farmacos, y otros, a la estructura particular de cada quinolona (Bolon, 2009, Zhanel, 2002). Los
problemas méas comunes son de tipo gastrointestinal, como nauseas, vomitos y diarreas, en un
3-6% de los pacientes. Otros efectos adversos mas serios pero menos frecuentes, incluyen
efectos sobre el sistema nervioso central (dolor de cabeza, confusion y somnolencia),
fototoxicidad, cardiotoxicidad y hepatotoxicidad, y algunos de ellos han llevado a retirar
farmacos del mercado o a suspender su desarrollo clinico. El uso de las quinolonas, en
principio, esta restringido a poblacion adulta (mayores de 18 afios) y a mujeres no
embarazadas (Bhasin, 2005, Zhanel, 2002).

Frecuentemente, los efectos adversos decrecen con la reduccion de la dosis y la duracién de la
terapia con quinolonas. Es necesaria la interrupciéon del tratamiento tan sélo del 1-3% de los
pacientes (Hooper, 1998b). Las reacciones adversas mas frecuentes son las que afectan al
tracto gastrointestinal, sistema nervioso central (SNC) y piel.

En los dltimos afos, se han retirado o restringido el uso de varias fluoroquinolonas
(Frothingham, 2004, Ramirez, 2002) incluyendo a temafloxacino (1992, por anemia hemolitica,
fallo renal, disfuncién hepatica y hipoglicemia) (Bhasin, 2005), grepafloxacino y sparfloxacino
(Ball, 2000c) (debido a prolongacion del intervalo QT) y trovafloxacino (hepatotoxicidad).
Gatifloxacino se ha asociado tanto con la hipoglicemia como con la hiperglicemia (Park-Wyllie,
2006), y la discontinuacion de este producto ha llevado a la mejora en el conocimiento de la
homeostasis de la glucosa (Bhasin, 2005, Van Bambeke, 2009).

Debido a que la estructura de las quinolonas es, practicamente, la misma, algunos efectos
adversos pueden ser asignados a las distintas partes de la molécula bésica (Bolon, 2009,
Domagala, 1994, Hooper, 2003).

Los efectos gastrointestinales mas comunes son las nauseas, seguido por dolor abdominal,
emesis, diarrea y dispepsia. Estas manifestaciones son leves, transitorias y se presentan en el
3-6% de los pacientes (Wolfson 1991). Se han descrito en todas las quinolonas y por el
momento no se ha asociado ninguna estructura aislada a estos efectos gastrointestinales
(Bolon, 2009, Domagala, 1994).

Uno de los efectos adversos que suelen provocar los antibidticos por su afectacién de la flora
bacteriana gastrointestinal es la diarrea. La flora comensal de los intestinos, durante el proceso
de eliminacién de los antibidticos, se ve reducida, especialmente si se trata de productos de
espectro amplio (que cubran anaerobios) y bactericida. La colitis asociada a C. difficile
(Sprandel, 2003) es comun, y, se ha visto aumentada con el uso de quinolonas de cuarta
generacion, especialmente por su actividad anti-anaerobios (Khurana, 2004).

Los efectos adversos a nivel del SNC aparecen en el 0,9-4,4% de los pacientes. Los mas
frecuentes son mareos, cefaleas, inquietud, depresion, insomnio y somnolencia (Wolfson,
1991). En casos muy raros se observan alteraciones de la coordinacion motora, convulsiones,
trastornos visuales, reacciones psicoticas y alteraciones del gusto, olfato y oido (Ball, 2000c).
Estos efectos se han asociado a una accion directa de la quinolona sobre receptores
cerebrales, concretamente sobre los receptores activados por el acido y-aminobutirico (GABA),
un inhibidor de la transmision del impulso nervioso en la sinapsis de la célula nerviosa cerebral
de los mamiferos, desplazandolo y dando lugar a la estimulacién del SNC. Las
concentraciones, a las que esta union al receptor GABA tiene lugar, son generalmente

elevadas comparadas con las que se alcanzan en tejidos, y confiere la mayor influencia en el
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grado de unién al receptor GABA. Esta unién de la quinolona al receptor del GABA parece
depender del radical en posicion 7 de la molécula de quinolona (Lipsky, 1999, Stahlmann,
2002); en un extremo de maxima union, estarian las quinolonas con una cadena lateral
voluminosa, y en el otro las piperacinas no sustituidas. Sin embargo, el conocimiento de estos
datos es insuficiente debido a que in vivo se debe considerar ademas, la penetracion en el
cerebro y niveles en plasma a las dosis terapéuticas (Ball, 2000c, Bolon, 2009, Van Bambeke,
20009).

En resumen, las quinolonas deben administrarse con precaucidon en pacientes que hayan
sufrido crisis epilépticas o con alteraciones preexistentes del SNC que impliquen una
disminucién del umbral convulsivo, como accidentes cerebrovasculares o traumas
craneoencefalicos. Por otra parte, estos efectos adversos pueden potenciarse por interferencia
con otros farmacos, como se comentard méas adelante.

Pueden aparecer reacciones cutaneas de hipersensibilidad como prurito, eritema o urticaria
se han observado en un 0,5-2% de los pacientes, ya que estos compuestos aumentan la
sensibilidad a la luz (Lieu, 1997), son de caracter leve o moderado, y cesan al suspender el
tratamiento.

La principal reaccién cutdnea de las quinolonas es la fotosensibilidad, que parece ser un
efecto de clase, puesto que existe una dosis y un nivel de exposicién que causa fototoxicidad
para la mayoria de los compuestos descritos (Domagala, 1994). Aparece como erupcién
eritematosos, fotodermatosis bullosas, urticaria 0 quemaduras solares, por ejemplo, con
lomefloxacino, enoxacino y esparfloxacino (Zhanel, 2002). De todas formas, no todas las
moléculas presentan el mismo grado de fototoxicidad. Esta fototoxicidad se ha relacionado con
los radicales situados en la posicion 8 de las moleculas de quinolona (Hayashi 2004, Sprandel
2003); y se produce debido a que las moleculas de quinolonas se degradan cuando se
encuentran expuestas a la radiacion ultravioleta, y generan oxigeno libre y radicales que
causan dafio tisular (Ramirez, 2002, Stahlmann, 2002).

Las quinolonas, como familia, poseen un riesgo fototdxico, aunque existan diferencias
significativas entre la fototoxicidad de las distintas moléculas, y debe evitarse la exposicion a la
luz ultravioleta durante el tratamiento y hasta cinco dias después de finalizado (Lipsky, 1999,
Ramirez, 2002).

Un efecto adverso relacionado con las quinolonas son las alteraciones de los cartilagos de las
articulaciones o artropatias. Estas lesiones, con dosis que se encuentran en rango de las
usadas en la clinica habitual, se han detectado principalmente en estudios con animales
jovenes (Stahlmann, 2002), y se observa una erosion irreversible en los cartilagos de las
articulaciones. Por este motivo, su uso esta contraindicado como tratamiento prolongado en
pacientes en crecimiento, como nifios, adolescentes, mujeres embarazadas (principalmente
durante el primer trimestre) y mujeres lactantes (Lode, 2001). En adultos, se han descrito con
muy poca frecuencia (Stahlmann, 2010, Wolfson 2001). En algunos casos, después de varios
meses de tratamiento con estos antibiéticos, se ha observado tendinitis aquiliana y tendencia a
la ruptura tendinosa (Harrel, 1999). Su uso debe, pues, evitarse en pacientes con antecedentes
de alteraciones de este tipo, ademéas de en pacientes de edad y con uso concominante de
corticoesteroides (Lipsky, 1999, Spradel, 2003, Stahlmann, 2002).

La toxicidad renal es poco frecuente, aunque en un bajo nimero de pacientes se ha
desarrollado hematuria, nefritis intersticial o fallo renal agudo (Ball, 1995, Wolfson 2001).
Algunas reacciones inesperadas, como episodios de hemdlisis, fallo renal e hipoglucemia
después de las comidas se describieron con temafloxacino, y fueron los causantes de su
retirada del mercado.

Otro de los efectos adversos que también han motivado la retirada del mercado de algunas
moléculas de quinolona son de tipo cardiotdxico. En general, se ha detectado una incidencia
muy baja de efectos cardiovasculares, con casos de hipotension y taquicardias, muy
dependiente de la estructura de cada molécula, y debidos a la prolongacién del intervalo QTc
(Lode, 1989, Stahlmann, 1999). Varios estudios in vitro con animales han demostrado que las
quinolonas inhiben un gen, eag, relacionado con los canales de potasio (HERG) que se

60



Capitulo I. Introduccion

relacionan con arritmias (Owens, 2001, Sprandel, 2003, Stahlmann, 1999). Dos de las
quinolonas que se retiraron por efectos cardiotdxicos son esparfloxacino y grepafloxacino. El
empleo de estas quinolonas debe, por tanto, evitarse en pacientes tratados simultaneamente
con farmacos que prolonguen dicho intervalo y/o que presenten alteraciones del ritmo cardiaco,
hipocalemia o insuficiencia cardiaca congestiva (Blondeau, 1999, EMA, 2006c).

La hepatoxicidad es otro de los efectos adversos relacionados con las de quinolonas (2 6 3 %
de los pacientes). Se asocia a un incremento en las transaminasas y la fosfatasa alcalina a
nivel sérico, que generalmente se recupera al abandonar el tratamiento. S6lo un muy bajo
porcentaje de pacientes puede presentar serios problemas hepaticos como hepatitis, necrosis
hepética o fallo hepatico (Lipsky, 1999). Trovafloxacino se retiré debido a este efecto adverso.

Otros efectos adversos detectados, y que han causado la retirada de gatifloxacino, es la
hipoglicemia/hiperglicemia. Estos efectos se detectaron inicialmente con gatifloxacino y
ciprofloxacino en pacientes que recibian tratamiento oral para la diabetes, especialmente
sulfonilureas. A pesar que se ha descrito hipoglicemia con otras fluoroquinolonas, como
levofloxacino y moxifloxacino, los efectos han sido leves.

Por el momento, las fluoroquinolonas parecen tener un potencial bajo para inducir cancer o
mutaciones, como han demostrado varios ensayos realizados in vitro o con animales para
estudiar la mutageneicidad o dafio cromosémico (Smart, 2008). Sin embargo, las
fluoroquinolonas son potentes inhibidores de la topoisomerasa Il bacteriana, por lo que pueden
inhibir topoisomerasas eucariotas y de este modo producir toxicidad celular y clastogenicidad.
No obstante, las topoisomerasas del tipo Il de las células de los mamiferos son unas mil veces
menos sensibles a la accidn inhibidora de las quinolonas que la girasa bacteriana, y no se ha
descrito en el ser humano ningun efecto carcinogenético, probablemente porque la enzima
humana es, estructural y funcionalmente, distinta (Suto, 1992).

En resumen, las fluoroquinolonas son esencialmente un grupo de antibacterianos bien tolerado,
cuyos beneficios sobrepasan claramente sus desventajas en un amplio ambito de indicaciones
terapéuticas. Debido a sus efectos adversos e interacciones, su empleo esta contraindicado en
enfermos con historia previa de sensibilidad a sustancias de estructura quinoleinica,
insuficiencia hepatica grave, embarazadas, nifios y adolescentes hasta el final de su desarrollo,
y en personas de edad avanzada que tengan alguna lesién en el sistema nervioso central
(Nydert, 2011). Ademés deben tenerse en cuenta las posibles interacciones bacterioldgicas y
farmacolégicas al co-administrarlas con otros farmacos. Su eficacia clinica ha sido el mayor
determinante para que estos compuestos hayan tenido éxito en el mercado a pesar de su
posible toxicidad. Sin embargo, el menor potencial de los efectos adversos de algunos de estos
compuestos ha conducido a su amplia utilizacién, en detrimento de otros con mayor posibilidad
de efectos secundarios.

Al tener, las diferentes generaciones de fluoroquinolonas un espectro de actividad muy similar,
la elecciobn deberia basarse en las diferencias en términos de eficacia y seguridad o
tolerabililidad (Van Bambeke, 2005). La mayoria de las reacciones adversas que originan estos
agentes son leves y reversibles al interrumpir el tratamiento, pero estos efectos pueden
asociarse a una mortalidad y morbilidad significativa, como ocurrié en el caso de trovafloxacino
y temafloxacino (Bertino, 2000). Por tanto, continla la posibilidad del desarrollo de
fluoroquinolonas méas seguras e incluso méas activas por medio de modificaciones quimicas
tanto en el nicleo como en los sustituyentes de cada posicion (Domagala, 1994, Van
Bambeke, 2005).

Aunque no es facil, el esfuerzo en conocer mejor los mecanismos que provocan los efectos
adversos para prevenir o disminuir la resistencia a las quinolonas es de primordial importancia,
al igual que corregir los malos usos de estos antibiéticos con el objetivo de frenar la resistencia
a quinolonas.

1.5.2. Interacciones

Se han descrito numerosas interacciones entre quinolonas y otros farmacos, cuya importancia
depende del derivado que se considere, que se resumen a continuacion.
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La interaccion mas importante resulta de la administracion simultanea de algunas quinolonas,
que inhiben el citocromo CYP-450, con derivados de la xantina como la cafeina y, en mayor
medida, la teofilina (muy utilizada en el tratamiento del asma), que puede ocasionar una
reduccion en la metabolizacién de estos farmacos, disminucién del aclaramiento, y, dar lugar
una intoxicacion teofilica (Ball, 2000c, Blondeau, 1999, Lode 2001). Debido a que el asma se
complica, a menudo, con infecciones respiratorias, es frecuente el uso combinado de
quinolonas y teofilina, por lo que debe prestarse especial atencién al metabolismo de la misma.
Estructuralmente, las interacciones quinolona-teofilina dependen, principalmente, de la
naturaleza del sustituyente en posicion 7, pero también se ven influenciadas por el sustituyente
de la posicion 1, y en menor medida, por el de 8. Las interacciones mas importantes se
producen con sustituyentes pequefios no voluminosos, como piperacina y pirrolidinas,
conforme aumenta el tamafio del sustituyente la interaccion es menor (Bertino, 2000).

Por otro lado, la administracién conjunta de fluoroquinolonas y productos que contengan
cationes multivalentes (iones metdlicos) provoca una disminucién de la absorcion intestinal
debido a la formacién de complejos insolubles, y una reduccién de la biodisponibilidad (Zhanel,
2002). La quelacién con cationes metalicos ha sido descrita en el 22-76% de pacientes y es
una de las interacciones que afecta a las quinolonas de modo general, aunque parece mas
importante para las quinolonas que presentan menor nimero de sustituyentes en la estructura
basica y en el anillo piperacinico como ciprofloxacino, norfloxacino y enoxacino (Dalhoff, 2001).
En cualquier caso, debe evitarse la administracion simultanea de estos antibidticos y, por
ejemplo, preparados polivitaminicos que contengan sales de hierro, zinc u otros cationes
metéalicos, asi como antiacidos que contengan sales de magnesio, aluminio o calcio (Shiba,
1995). Aunque, si es necesaria la co-administracion deberia espaciarse entre 2 y 4 horas.

Una de las interacciones mas importantes de las quinolonas se presenta con farmacos como la
warfarina y la digoxina. Estos no deberian asociarse con las fluoroquinolonas que prolongan
el intervalo QT, por la posible aparicion de arritmias y/o problemas cardiacos (Bertino, 2000).

Por otro lado, la administracion conjunta de quinolonas y algunos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) potencia su efecto convulsivante por una posible competencia con los
receptores GABA o sinergia en la inhibicién de la unién a los receptores del GABA (De Sarro,
2001). Esta interaccion no se produce en quinolonas de tercera y cuarta generacion (Stein,
1999). Parece que el grupo de la posicién 7 confiere la mayor influencia en los efectos sobre el
SNC potenciados por los AINE, de forma que la relacién estructura-efectos secundarios es
paralela a la de los efectos adversos de las quinolonas, a nivel del SNC (De Sarro, 2001).

En resumen, se puede decir que los radicales en 2 y en 6 no se han asociado a ningun efecto
adverso, la posicién 1 controla las interacciones con la teofilina y toxicidad genética, los
radicales en posiciones 3 y 4 estan involucrados en la interaccién con antiacidos y en la
quelacion de iones bivalentes como el M92+, ca”. Las posiciones 5 y 8 se han relacionados
con los efectos de fototoxicidad, y, por ultimo, la posicién 7 se cree responsable de los efectos
adversos a nivel del sistema nervioso central, ya que este radical es el que interacciona con el
receptor del GABA (Rubinstein, 2001).

Fig. 1.15. Relacién estructura de las quinolonas con los efectos adversos y las interacciones
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1.5.3. Recomendaciones de uso de las quinolonas

Las fluoroquinolonas se introdujeron con grandes expectativas a mediados de los ochenta ya
que ciprofloxacino era la respuesta a las necesidades médicas en las infecciones por Gram-
negativos, y a continuacion, el hecho que cubrieran a los heumococos multiresistentes hizo a
estos compuestos cada vez mas deseados. Modificaciones en la estructura basica de las
quinolonas hizo que aumentara su espectro antibacteriano y su potencia, al mismo tiempo que
su biodisponibilidad, posicionando a las quinolonas como antibiéticos de gran utilidad para el
tratamiento de infecciones urinarias, respiratorias y bacteremias. Siempre y cuando esta familia
de compuestos sea utilizada par el tratamiento del tipo adecuado de pacientes la efectividad de
la misma se mantendra en las proximas décadas. En el caso contrario, se deberan dejar de
utilizar pronto. Como siempre, las bacterias son mas inteligentes que los humanos, y
aproximaciones rigurosas y practicas se necesitaran para conservar a los antibiéticos como
agentes (tiles, y no como descubrimientos del pasado. Las quinolonas no son, ni seran, una
excepcion a esta regla que obliga a un uso prudente y responsable de los antibioticos.

Las fluoroquinolonas son antibiéticos potentes utilizados normalmente en infecciones urinarias
e infecciones del tracto respiratorio. Estos farmacos raramente se recomiendan como
antibiéticos de primer uso (Nydert, 2011). Las fluoroquinolonas respiratorias (gemifloxacino,
levofloxacino y moxifloxacino) han aumentado su espectro en Gram-positivos, incluyendo mejor
cobertura de S. pneumoniae. Estos antibiéticos se usan generalmente en las infecciones
respiratorias, en lugar de ciprofloxacino, en las que haya fracasado el tratamiento de primera
linea (Bolon 2009, Saravolatz, 2003).

Se detecta un aumento de resistencias en organismos como P. aeruginosa, S. pneumoniae, C.
difficile, N. gonorrheae, MRSA, MSSA, E. coli y enterobacterias (Bolon, 2009, Saravolatz,
2003). Debido a la prevalencia de los gonococos resistentes (>10% aislamientos), no se
pueden recomendar las quinolonas para el tratamiento de las uretritis y cervicitis gonocdcicas
(Chignell, 2009). Las guias europeas y americanas solo indican el uso de ciprofloxacino, en
dosis Unica, para pacientes con sensibilidad demostrada. Se recomienda el uso prudente de las
fluoroquinolonas para prevenir el aumento de resistencias.

Las situaciones clinicas generales en las que se justifica el uso de quinolonas se resumen en:

- Infecciones urinarias: pielonefritis o infecciones complicadas por E. coli o
enterobacterias  con alergia a los betalactdmicos, si no se pueden utilizar
aminoglucésidos; y prostatitis por E. coli o enterobacterias sensibles.

- Gastroenteritis: Diarrea del viajero e infecciones por Salmonella en pacientes
inmunodeprimidos, en ancianos o con formas complicadas.

- Infecciones respiratorias: neumonias de comunidad con criterios de ingreso en alergia
a los betalactamicos, uso reciente de betalactamicos o criterios de sospecha de
infecciones por Pseudomonas. También en neumonias nosocomiales (asociados a
otros antibiéticos) y exacerbaciones de EPOC graves o en pacientes con riesgo de
infeccion por Pseudomonas.

- Infecciones osteoarticulares: osteomielitis o artritis séptica causada por
enterobacterias, Pseudomonas o S. aureus con sensibilidad demostrada (generalmente
asociadas a otros antibiéticos).

- Neutropenia febril: paciente neutropénico con riesgo bajo con fiebre.
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Tabla I.5. Usos clinicos aprobados para las fluoroquinolonas (de Andriole, 2005)

Producto Indicaciones aprobadas

Cistitis agudas no complicadas en mujeres (uso oral, s6lo)

UTIs

Prostatitis bacteriana cronica

Gonorrea uretral y cervical no complicadas

SSSis

Infecciones de huesos y articulaciones

Diarrea infecciosa (uso oral s6lo)

Fiebre tifoidea (uso oral s6lo)

Ciprofloxacino - - - - —— -
Infecciones gastrointestinales complicadas, en comhbinacién con metronidazol

Sinusitis aguda

RTI de vias bajas

Neumonia nosocomial (uso endovenoso s6lo)

Terapia empirica para pacientes con neutropenia febril, en combinacién con
piperacillin sédico (sélo uso endovenoso)

Antrax inhalado (post-exposicion)

UTIs complicadas y pielonefritis en pacientes de hasta 17 afios

UTIs no complicadas

UTIs complicadas

Pielonefritis agudas

Prostatitis bacteriana cronica

uSSSils

Levofloxacino cSSSIs

Sinusitis maxilar aguda

Exacerbacién bacteriana aguda de la bronquitis crénica

CAP

Neumonia nosocomial

Sinusitis bacteriana aguda

Exacerbacién bacteriana aguda de la bronquitis crénica

Moxifloxacino CAP

uSSSils

Exacerbacién bacteriana aguda de la bronquitis crénica

Gemifloxacino

CAP
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1.6. EPIDEMIOLOGIA E INCREMENTO DE LAS RESISTENCIAS BACTERIANAS EN
CLINICA

La resistencia a los antibiéticos, por parte de algunas bacterias multiresistentes, se ha
convertido en un problema global, de dificil solucién (Hawkey, 2009, Livermore, 2009).

Los factores clave para ello han sido el aumento del uso de antibiéticos (tanto en medicina
humana, como veterinaria) y, la movilidad de las personas (Hawkey, 2009). También han
colaborado el aumento de las infecciones, cada vez mas dificiles de combatir: el aumento de la
esperanza de vida, la mayor supervivencia en pacientes comprometidos (prematuros,
inmunodeprimidos o traumdticos), o que han sufrido intervenciones invasivas (ventilacion
mecanica, catéteres, protesis, cirugias) (Karageorgopoulos, 2009).

Las bacterias han mostrado, desde siempre, una habilidad espectacular de adaptacion a los
cambios del medio. El uso creciente de antibiéticos, durante las pasadas décadas, ha originado
la emergencia y dispersion de varios mecanismos de resistencia antibidtica entre algunas
bacterias (Levy, 2004, Karageorgopoulos, 2009). Algunos de estos patdgenos, los mas
exitosos, han conseguido ser resistentes a mdltiples antibiéticos y, poseen la capacidad de
diseminarse en el ambiente hospitalario, causando infecciones nosocomiales, o de distribuirse
y posicionarse entre las infecciones bacterianas de la comunidad (Boucher, 2009, Perron,
2008). Estos patdgenos son, principalmente, MRSA, Enterococcus faecium resistente a
vancomicina y S. pneumoniae multiresistente, respecto a los cocos Gram-positivos, Yy, las
bacterias no fermentadoras y Enterobacterias productoras de beta-lactamasas de espectro
ampliado, entre los Gram-negativos (Karageorgopoulos, 2009).

Figura 1.16. Presencia (%) de cepas de P. aeruginosa resistentes a fluoroquinolonas en Europa, en los
paises participantes en el European Surveillance System / ecdc. (http:ecdc.europa.eu).
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Esta falta de tratamiento a las infecciones bacterianas aumenta la morbilidad, la mortalidad y
los costes econdmicos de las terapias frente a las enfermedades infecciosas (Hawkey, 2009).
Existen variaciones geogréficas considerables en la distribucién y prevalencia de distintos
patégenos resistentes, debido a diferencias en el uso de antibidticos, tanto, por ejemplo, entre
Europa y Estados Unidos, como entre los diferentes paises europeos. Estid aumentando la
preocupacion de que no se disponga de antibiéticos efectivos para el tratamiento de algunas
infecciones en los préximos afos (Livermore, 2009), concretamente, la situaciéon actual es que
la amenaza se estd controlando frente a Gram-positivos resistentes, porque existen
tratamientos eficaces, mientras que esta aumentando respecto a Gram-negativos (Livermore,
2009, Obritsch, 2005, Vila, 1999).
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Diferentes organismos internacionales, como el Centre for Diseases Control (CDC, EEUU,
www.cdc.gov/drugresistance) y el European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC,
www.ecdc,europa.eu/en/healthtopics/antimicrobial_resistance), realizan el seguimiento de la
distribucion de un nUmero creciente de especies patdgenas resistentes, tales como
Acinetobacter, Bacillus anthracis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Neisseria gonorrheae, Neisseria meningitidis, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, Shigella, Streptococcus del grupo By, Streptococcus pneumoniae.

En el aumento de las resistencias a los antibidticos han contribuido, también, otros actores
como son las bacterias comensales de la flora intestinal humana y animal. Estas bacterias,
resistentes a antibiéticos muchas veces, pueden causar infecciones oportunistas (Streit, 2006),
y, ademas, actuar como reservorio de genes de resistencia, que distribuyen a las bacterias
patégenas humanas (Hawkey, 2009). Algunos genes de resistencia a antibiéticos tienen un
origen ambiental, en bacterias de plantas y animales, y otras veces, tanto los antibioticos
lanzados al medio ambiente, como la contaminacién con algunos productos quimicos,
colaboran en el aumento de la multiresistencia, por transmisién de plasmidos, o por la
seleccion de un tipo especifico de integrones, que contribuyen a la dispersion de genes de
resistencia mediante transferencia horizontal (Gaze, 2005, Hawkey, 2009). Por tanto, no sélo el
uso y el mal uso de antibiéticos en la medicina humana y en la veterinaria estdn sumando para
aumentar el problema de la resistencia a los antibiéticos.

Evaluando el problema en Gram-positivos, por ej., respecto a las cepas de MRSA, hay,
comercializados y en desarrollo, nuevos tratamientos activos (daptomicina, linezolid y
tigeciclina, telavancina, ceftobiprole, ceftarolina y dalbavancina) (Livermore 2009). Ligeramente
mas problematica es la situacion con enterococos, especialmente en endocarditis por cepas
con elevada resistencia a aminoglicésidos, ya que son necesarios farmacos bactericidas
eficaces; se dispone de daptomicina, telavancina y razupenem. Frente a enterobacterias,
destacar que el problema de las beta-lactamasas de espectro ampliado esta aumentando, y
hay dificultades en encontrar las combinaciones efectivas de antibiéticos e inhibidores de las
beta-lactamasas. Frente a las bacterias no-fermentadoras, como P. aeruginosa y A. baumannii,
éstas acumulan resistencias mdltiples, y no hay, en estos momentos, ningln farmaco en
desarrollo que permita pensar en una solucién completamente eficaz. Y finalmente, Neisseria
gonorrhoeae se considera un problema creciente ya que estdn aumentando las resistencias a
los farmacos disponibles por via oral, lo que complicara el tratamiento y provocara un aumento
de fallos terapéuticos.

66


http://www.cdc.gov/drugresistance

Capitulo I. Introduccion

Figura 1.17. Evolucién de la resistencia (%) a meticilina en S. aureus en Europa (entre los afios 2000 y
2009), en los paises participantes en el European Surveillance System / ecdc. (http:ecdc.europa.eu).
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En resumen, a pesar de la envergadura del problema, ain se pueden tratar muchas
infecciones bacterianas, y parece, que hay pocas probabilidades de no poder tratar, en un
futuro cercano, las infecciones por cepas resistentes de estafilococos o estreptococos.
También, parecen controladas las endocarditis por enterococos resistentes, como se ha
mencionado anteriormente (Livermore, 2009). Como se puede observar en la figura .17 se ha
frenado la prevalencia de cepas de MRSA en algunos paises europeos.

Si que, en cambio, existe mayor preocupacion con los patdégenos Gram-negativos
multiresistentes, y parece una amenaza posible la llegada de un futuro sin antibiéticos eficaces
frente a algunas cepas. Es frecuente detectar, enterobacterias so6lo susceptibles a
carbapenems, tigeciclina y polimixina, con un aumento de la resistencia a carbapenem,
también, por KPC y MBLs.

De igual manera, est4d aumentando la frecuencia de infecciones urinarias causadas por E. coli
productoras de betalactamas de espectro ampliado y resistentes a quinolonas, sin posibilidad
de tratamiento por via oral. (Livermore 2009). En el caso de las bacterias no fermentadoras, las
cepas resistentes a carbapenems son comunes, disponiendo sélo de tigeciclina y polimixinas
como los ultimos antibiéticos activos, aunque, sin ser éstos ideales. Y en ultimo lugar, aparecen
para complicar la situacidn en Gram-negativos, las cepas de gonococos que estan
incrementando las resistencias a todos los antibidticos orales disponibles, dejando tratamientos
endovenosos, como Unica solucién, que distan mucho de ser ideales para este tipo de
infecciones.
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Fig. 1.18. Evolucion de la resistencia (%) a fluoroquinolonas en E. coli en Europa (entre los afios 2000 y
2009), en los paises participantes en el European Surveillance System / ecdc. (http:ecdc.europa.eu).
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A pesar de que, se puedan aplicar soluciones globales rigurosas para controlar el problema de
las resistencias, como se ha venido haciendo en los Ultimos afios, la realidad nos indica que
existe una demanda dramatica de antibidticos frente a Gram-negativos. La solicitud de
antibiéticos anti-Gram-positivos resistentes, realizada hace unos afos, parece que ha tenido
éxito. Por el contrario, se esperan resultados diametralmente opuestos para la alerta existente
frente a Gram-negativos resistentes, ya que las caracteristicas de este tipo de bacterias hacen
que las resistencias intrinsecas se sumen a las causadas por la presion antibiética, generando
un problema mas dificil de solucionar. Se considera que, en algunos casos, podrian ser
relativamente (tiles algunas combinaciones con inhibidores de beta-lactamasas, pero es dificil
pensar que se pueda disponer de antibidticos que sean efectivos frente a todas las cepas. El
resultado podria ser una, lentamente creciente, minoria de infecciones por Gram-negativos que
seria imposible tratar, junto a una serie de infecciones multiresistentes en pacientes
gravemente enfermos, que recibirian un tratamiento empirico errébneo, con el consecuente
aumento de las resistencias y de la mortalidad (Kollef, 2000, Livermore 2009).

Independientemente de los mecanismos de supervivencia de las bacterias, las presiones, tanto
clinicas como comerciales, para el uso de antibiéticos, tanto en humanos como en veterinaria,
y, la movilidad global de personas y alimentos, va a contribuir a la dispersion de aquellos
clones de bacterias MDR o de genes de resistencia (Hawkey, 2009), a pesar de las iniciativas
para el uso prudente de antibidticos. Y, probablemente, como ha sido hasta ahora, la
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resistencia a los antibidticos, por parte de las bacterias, va a ir a mayor velocidad que el
desarrollo de nuevos agentes antibacterianos para controlarlas, por lo que es necesario
enlentecer al maximo la dispersion de las infecciones bacterianas sin tratamiento.

1.6.1 Nuevos tratamientos & Enfoque al tratamiento de las uSSSIS

En la blusqueda de nuevos antibacterianos existen varias posibilidades: seleccionar
compuestos especificamente activos frente a cepas resistentes de bacterias Gram-positivas,
basicamente MRSA con otras resistencias (aunque ya se ha mencionado que esta necesidad
estd moderadamente cubierta); buscar compuestos con actividad frente a patégenos Gram-
negativos resistentes (enterobacterias, no-fermentadores, y fastidious), que es prioritario,
aunque muy dificil; 0 intentar que identificar compuestos sean activos frente a
microorganismos Gram-positivos resistentes, que cubran el maximo posible de patdégenos
Gram-negativos, y que sean activos frente a anaerobios y patdgenos atipicos. Con este tercer
abordaje se podria contribuir a obtener antibidticos que se puedan administrar en casos graves,
en los que se necesite un cubrimiento empirico de cualquier patdgeno, basicamente a partir de
una sospecha inicial de infeccidn por Gram-positivos, a la espera de los resultados
microbidlogicos que focalizaran el tratamiento antibidtico, ya que un retraso en la terapia
efectiva, en infecciones severas, se ha asociado con un aumento de la mortalidad (Fernandez-
Obregoén, 2005).

Ademés de las infecciones graves, existe un nimero importante de infecciones leves, de mas
facil tratamiento, aunque no por ello menos importantes en la fotografia global de incremento
de resistencias bacterianas (Caelli, 2000). Entre estas infecciones leves, se destacan las no
complicadas de piel y estructuras relacionadas, que pueden estar causadas por patdégenos
resistentes (incremento de MRSA, resistente a quinolonas, a vancomicina, a antibidticos
tépicos, etc) (Bass, 1997); si no se combaten o erradican bien, ademas de empeorar la
infeccibn y necesitar terapias antibidticas mas agresivas, pueden dispersarse entre la
poblacién, como ha ocurrido con las cepas de MRSA adquiridas en la comunidad (Gosbell,
2007).

Otra aproximacion, en la busqueda de nuevos antibiéticos, podria ser, el intentar posicionar a
compuestos activos frente a los patdégenos causantes de infecciones uSSSls (Nichols, 1999).
El objetivo seria que pudieran, como antibiéticos tdpicos y con abordajes menos agresivos que
los tratamientos sistémicos, contribuir a la erradicacion o a frenar su dispersion,
independientemente de la especie bacteriana y de la resistencia inicial a otros farmacos, tanto
tépicos como sistémicos (Fernandez-Obregdén, 2005, Leyden, 1992).

La emergencia de MRSA en la comunidad hace necesario el volver atras en las practicas de
seleccion de los antibiéticos, se deberia descartar el tratamiento empirico y utilizar el perfil de
sensibilidad, para conseguir eliminar eficazmente el patdégeno causante de la infeccion
(Fernandez-Obregén, 2005). En el caso de algunas uSSSls, que por un lado son leves, pero
por el otro, pueden estar causadas por cepas resistentes y con mecanismos de virulencia y de
transmision de genes de resistencia nada despreciables (CA-MRSA), hacen que se deba
disponer de antibiéticos eficaces, por si las primeras medidas de control o descolonizacion no
fueran suficientes.

Los antibidticos topicos que se utilizan para el tratamiento de infecciones por S. aureus MRSA
y/o MSSA (Bishop, 2007, Gosbell, 2004) son los siguientes:

Bacitracina (normalmente formulada con neomicina, y/o polimixinaB), infecciones no
complicadas por MSSA o MRSA. Eficaz en impétigo (Dillon, 1989). Menos eficaz que
rifampicina en descolonizacion nasal (McAnally, 1984).

Ac.fusidico: ampliamente utilizado en infecciones no complicadas por S. aureus, muchas cepas
de MRSA y MSSA son sensibles (Spelman, 1999), aunque existe un incremento de la
resistencia, que se considerar esporadica y/o epidémica, que debe controlarse (Bishop, 2007,
Peeters, 2002, Ravenscroft, 2000, Weston, 2000).
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Mupirocina: es el producto mayoritariamente utilizado para el tratamiento de infecciones leves o
uSSSils, gran parte de las cepas de MSSA y MRSA son sensibles a este producto (Turnidge,
1996), y ha demostrado eficacia en multiples tipos de uSSSls, como impétigo, heridas
infectadas, eczema sobreinfectado, Ulceras de pie diabético, (Bass, 1997, Breneman, 1990,
Dacre, 1983, Dux, 1986, Leyden, 1990 y 1992, Wilkinson 1988). Se utiliza, también,
eficazmente para la erradicacion de la colonizacion nasal por MSSA y MRSA, aunque se
producen recaidas por re-inoculacién o re-infeccion, separadas en el tiempo (Dacre, 1983). Al
igual que para el ac. fusidico, han aparecido resistencias a mupirocina, asociadas a
resistencias a otros antibiéticos en cepas de MRSA (Udo, 1994), y en algunos brotes, con
elevados valores de CMI para mupirocina, se ha visto que los genes se localizan en plasmidos,
permitiendo una rapida diseminacion entre cepas (Pawa, 2000). Se considera la epidemiologia
de la resistencia a mupirocina como esporadica (Bishop, 2007), aunque fallos terapéuticos
implican el agravamiento de la infeccion y el tratamiento sistémico.

La mupirocina es un antibidtico bacteriostatico, aunque se considera bactericida a las
concentraciones que se alcanzan tras su administracion tépica. Su concentracién minima
bactericida (CMB) frente a patégenos relevantes en SSSI, se considera que es entre 8 y 30
veces mayor que su concentracion minima inhibitoria (CMI) (Bass, 1997).

Neomicina: es un antibiético que se utiliza con gran frecuencia, aunque practicamente, no
existen estudios clinicos analizando su eficacia. Se ha demostrado una elevada
hipersensibidad al producto (Bajaj, 1986).

Retapamulina: Es el agente antiestafilocécico méas nuevo incorporado al mercado de los
antibioticos topicos (Bishop, 2007), con un mecanismo de accion diferente al resto de
antibiéticos que se utilizan en humanos, aunque no en los introducidos en veterinaria, con
anterioridad (tiamulina y valnemulina) (Bishop, 2007, Jones, 2006b). Posee una excelente
actividad frente a Gram-positivos, incluyendo a los resistentes a mupirocina, y se ha aprobado
su uso en impétigo (Estados Unidos y Europa), y en infecciébn secundaria de heridas
traumaticas, de extension reducida (Europa).

Mupirocina es el tratamiento tépico mas utilizado, es efectivo en el tratamiento de uSSSls,
también por MRSA, y ha funcionado en la erradicacion de la colonizacion por MRSA, tras
aplicacion intranasal (Boyce, 2001). El desbridamiento y desinfeccién de las heridas, se debe
valorar siempre, como primera opcion; en caso de ser necesaria la terapia antibitica, debe
tenerse en cuenta que las cepas de los patégenos de piel han incrementado la resistencia a los
antibidticos tépicos, ademas de a algunos sistémicos.

Por tanto, a la terapia por via topica de las SSSIs por MRSA se le debe exigir el mismo grado
de eficacia que a una por via sistémica (Dillon, 1989, Gosbell, 2004). La curacion de la
infeccion vendra condicionada por la sensibilidad de la cepa al antibiético, por la actividad
bactericida del mismo, y el acceso del producto al lugar de la infeccién; acompafnado, por
supuesto, del cumplimiento del tratamiento por parte del paciente. En caso de duda sobre las
especies involucradas en la infeccion o de su sensibilidad, la terapia combinada con distintos
antibiéticos, tanto tépicos como sistémicos, sera la mejor opcion para controlar la infecciéon y
evitar el desarrollo de resistencias (Gosbell, 2004).

La investigacién de los patrones de administracion de los productos, también es importante, ya
gue acortar el nUmero de dias o reducir el nimero de aplicaciones diarias puede incrementar el
cumplimiento, y por tanto, la curacion. El utilizar el tipo de formulacion mas comodo y con
menor numero de efectos secundarios, también contribuira a mejorar el cumplimiento, en esta
direccion. El disponer de antibiéticos topicos potentes y eficaces, evitara las complicaciones
asociadas a tener que utilizar la terapia sistémica (Fernandez-Obregén, 2005).
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I.7. OZENOXACINO

1.7.1. Nomenclatura

Nombre quimico (IUPAC): 1-Ciclopropil-8-metil-7-(5-metil-6-metilamino-3-piridinil)-4 oxo-1,4-
dihidro-3-carboxiquinolona.

INN (International non-proprietary name): Ozenoxacin.
Otros cédigos: GF-001001-00, T-3912, M-2151.

|.7.2. Estructura

Férmula molecular: CyH,1N304

Peso molecular: 363.41

1.7.3. Caracteristicas Fisico-Quimicas

Ozenoxacino es un compuesto épticamente inactivo, con una solubilidad muy baja en
agua, insoluble en solventes organicos y ligeramente soluble en soluciones acidas y
basicas. Ozenoxacino es un compuesto extremadamente lipéfilo (logP > 5), no
higroscopico, y que no presenta polimorfismo en las condiciones normales de practica
quimica y galénica.

1.7.4. Caracteristicas enfocadas al desarrollo

Con las caracteristicas de hidrofobicidad del producto, y la actividad microbiolégica que se le
presupone, por ser una quinolona con el sustituyente en la posicion 7 similar al de
garenoxacino, el de la posiciéon 1 igual que ciprofloxacino, y un radical muy pequefio en la
posicion 8, ademas de no poseer ningun fldor ni radical halégeno, ni en 6 ni en ninguna
posicion, se enfoca la investigacion del producto, ademas de a explorar su espectro
antibacteriano, al uso tépico en infecciones de piel y estructuras relacionadas.
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CAPITULO Il. OBJETIVOS

1.1. HIPOTESIS de trabajo:

El progresivo y alarmante incremento de las resistencias a los antibiéticos actualmente
disponibles hace necesaria la investigacion de nuevos compuestos, tanto de agentes
pertenecientes a grupos quimicos conocidos pero con propiedades mejoradas, y por lo tanto
gue aporten ventajas clinicas diferenciales como de antibidticos con nuevo mecanismo de
accion. La familia de antibiéticos con estructura quimica quinolénica se conoce desde hace
mas de 30 afios. Mas de 10 compuestos pertenecientes a ella se encuentran hoy en dia en uso
clinico, sin embargo, s6lo uno de ellos se ha utilizado en el tratamiento topico de las
infecciones de piel y estructuras relacionadas (SSSIs).

Como se ha comentado con anterioridad las infecciones de la piel y estructuras relacionadas,
siguen representando una parte importante de las enfermedades infecciosas y son
responsables, aproximadamente, del 10% de todas las admisiones hospitalarias.

Nuestra hip6tesis de trabajo es que el perfil de actividad de ozenoxacino resulta idéneo para

proponer a este compuesto como quinolona de uso tépico en el tratamiento de las infecciones
de piel y estructuras relacionadas (SSSIs).

11.2. OBJETIVO general:

Investigar el potencial de un nuevo compuesto con propiedades antimicrobianas para su uso
como antibiético toépico en el tratamiento de infecciones de piel y estructuras relacionadas.

11.3. OBJETIVOS especificos:

11.3.1. Evaluacion de la actividad in vitro de ozenoxacino y estudio de su espectro de accion
entre diferentes grupos de bacterias.

11.3.2. Evaluacién de la actividad de ozenoxacino frente a cepas de especies bacterianas que
normalmente son responsables de las infecciones de piel y tejidos asociados, incluyendo cepas
resistentes a otros antibidticos (especialmente de uso dérmico).

11.3.3. Estudio de la actividad bactericida de ozenoxacino y de su perfil en las curvas de
letalidad.

11.3.4. Aproximacion al estudio del mecanismo de accion de ozenoxacino
11.3.4.1.Actividad frente a cepas de S. aureus con mutaciones en los genes de la regién
determinante de resistencia a quinolonas (QRDR)
11.3.4.2. Evaluacion de un posible efecto de bombas de flujo en la actividad frente a
cepas de S. aureus.
[1.3.4.3.Generacién de cepas con sensibilidad disminuida a ozenoxacino
11.3.4.3.1. Mutantes espontaneos
11.3.4.3.2. Mutantes obtenidos tras pases sucesivos en presencia de
antibiotico. Caracterizacion genética e influencia de bombas de flujo

11.3.5. Evaluacién de la eficacia de ozenoxacino en el modelo de infeccion dérmica por S.
aureus en roedores

11.3.6. Absorcién transdérmica de ozenoxacino

11.3.6.1. In vitro (Célula de Franz)
[1.3.6.2. In vivo (rata, minipig y humanos)
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CAPITULO Ill. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

En este capitulo se describe la evaluacion de la actividad in vitro de ozenoxacino y el estudio
de su espectro de accién frente a varios grupos de bacterias, incluyendo especies que
normalmente son responsables de las infecciones de piel y tejidos asociados, y cepas
resistentes a otros antibiéticos (especialmente de uso dérmico).

La actividad antibacteriana in vitro del compuesto habia sido demostrada inicialmente frente a
un nimero muy reducido de cepas de coleccién. El propésito de esta parte de la Memoria es
investigar las propiedades de ozenoxacino frente a mas de 1200 cepas bacterianas
mayoritariamente clinicas obtenidas en hospitales de varios continentes. Para facilitar la
sistematizacion y discusion de los resultados, la experimentacion realizada se ha dividido en un
total de cuatro estudios que se describen a continuacion.

lIl.1. MATERIALES Y METODOS

111.1.1. Microorganismos

Las 1330 cepas estudiadas se agrupan en cuatro estudios:

Tabla lll.1. Caracteristicas de las cepas utilizadas

Estudio (éifggosn Origen de las cepas Procedencia de las cepas
EM-1 141 Clinico H.Clinic BCN y Hospital Universitario de Sevilla
EM-2 291 Clinico H.Clinic BCN
EM-3 775 Clinico Mundial (tipadas por Quotient Bioresearch, GB)
EM-4 123 Clinico y de coleccién Mundial (tipadas por Quotient Bioresearch, GB)

Las cepas se recolectaron en funcién de varios criterios: en EM-1 y EM-2, los géneros y
especies bacterianas seleccionados fueron, de entrada, especies patégenas cominmente
causantes de infecciones de piel y estructuras relacionadas, principalmente Gram-positivos. En
EM-3 y EM-4 se incluyeron, también, especies causantes de otros tipos de infecciones de
tratamiento sistémico, y con distintos perfiles de resistencia a antibiéticos, con el objetivo de
profundizar en el espectro de accién del producto.

En las tablas siguientes se especifican las especies y el nimero de cepas de cada especie
utilizadas en los cuatro estudios de determinacion de CMI, y, en el apartado de resultados se
completa la informacién sobre las distintas cepas. En total 1207 cepas bacterianas (141, 291,
775 y 123, por estudio) se recolectaron y se utilizaron para evaluar la actividad in vitro de
o0zenoxacino, en los cuatro ensayos que forman este capitulo.
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I11.1.1.1 Estudio EM-1

Las 141 cepas utilizadas en EM-1 fueron aisladas durante el periodo 2001-2002, y cedidas por
los departamentos de microbiologia del Hospital Clinic de Barcelona y del Hospital Universitario
de Sevilla.

De las 23 cepas de Staphylococcus aureus (SA) incluidas en este estudio, 10 eran sensibles a
meticilina (MSSA) y sensibles a ciprofloxacino (cipS), y las otras 13 eran resistentes a meticilina
(MRSA) y a ciprofloxacino (cipR). De las 23 cepas de Staphylococcus epidermidis (SE), 10 eran
sensibles a meticilina (MSSE) y sensibles a ciprofloxacino, y las otras 13 eran resistentes a
meticilina (MRSE) y a ciprofloxacino. De las 27 cepas de Streptococcus pneumoniae (SP)
incluidas en este estudio, 10 eran sensibles a penicilina (PSSP), y las otras 17 eran resistentes
a penicilina (PRSP). De las 22 cepas de Pseudomonas aeruginosa, 10 de ellas eran sensibles
a ciprofloxacino y las otras 12 resistentes. Se incluyeron también 18 cepas de Corynebacterium
spp pertenecientes a tres especies distintas (5 cepas de C.amycolatum, 6 cepas de
C.minutissimum y 7 cepas de C.striatum) y 8 cepas de Propionibacterium acnes.

Figura Ill.2. Cepas del estudio EM-1.
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I11.1.1.2 Estudio EM-2

En EM-2 las 291 cepas fueron aisladas (2003-2005) a partir de muestras de heridas y Ulceras
infectadas usando métodos convencionales y las bacterias aisladas se identificaron con
ensayos bioquimicos estandar. Se incluyeron en el estudio los siguientes microorganismos, con
mayoria de cepas resistentes a ciprofloxacino: Staphylococcus aureus, tanto sensibles como
resistentes a meticilina, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Streptococcus agalactiae, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Acinetobacter baumannii,
Corynebacterium spp. y Propionibacterium acnes.

102



Capitulo lll. Perfil de actividad antimicrobiana (CMI)
Apartado 1l.1. MATERIALES Y METODOS

Figura l11.3. Cepas del estudio EM-2.
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111.1.1.3 Estudio EM-3

En el tercer estudio, la evaluacion de la actividad de ozenoxacino y de otros diez antibi6ticos se
llevd a cabo, frente a las siguientes 775 cepas bacterianas aisladas entre los afios 2004-2006,
de las que se detalla su origen, en la tabla I11.2.

Figura Ill.4. Cepas del estudio EM-3.
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Tabla lll.2.

Caracteristicas de las cepas del estudio EM-3

Cepas

Origen de las cepas

Procedencia geografica

100 Staphylococcus aureus (50 MRSA,
50 MSSA)

clinico: pacientes con septicemias, infecciones de
piel y tejidos blandos (SSTI) o respiratorias (RTI)

centros de todo el mundo,
durante 2005-6.

100 cepas de Staphylococcus
epidermidis (50 MRSE y 50 MSSE)

clinico: pacientes con septicemias, SSTI o RTI

centros de todo el mundo,
durante 2005-6.

50 Streptococci del Grupo A.

20 Streptococci del Grupo B

20 Streptococci del Grupo C

20 Streptococci del Grupo G

clinico pacientes con septicemias o SSTI,

centros Europeos, durante
2004-5

10 Streptococcus constellatus,

10 cepas de Streptococcus bovis

10 Streptococcus mitis

10 Streptococcus sanguis

10 Streptococcus oralis

clinico: pacientes con septicemia

centros Europeos, durante
2004-5,

60 Streptococcus pneumoniae (20
cepas sensibles a penicilina G, 20 con
resistencia intermedia y 20 resistentes)

clinico: pacientes con septicemias, infecciones de
piel y tejidos blandos (SSTI) o infecciones del
tracto respiratorio (RTI),

centros de todo el mundo,
durante 2005-6.

20 cepas de Listeria monocytogenes

coleccion de Quotient Bioresearch (GB).

50 Escherichia coli

clinico: pacientes con septicemias o infecciones
del tracto respiratorio (RTI),

centros de todo el mundo,
durante 2005-6.

50 Pseudomonas aeruginosa

clinico pacientes con septicemias, SSTI o RTI,

centros de todo el mundo,
durante 2005-6

20 cepas de Salmonella spp.

coleccion de Quotient Bioresearch (GB).

20 cepas de Shigella spp.

coleccion de Quotient Bioresearch (GB).

70 Haemophilus influenzae (25 cepas
Beta-lactamasa positivas, 25 Beta-
lactamase negativas y 20 no-tipables)

clinico: pacientes con RTI,

centros de todo el mundo,
durante 2005-6.

50 Moraxella catarrhalis (25 cepas Beta-
lactamasa positivas y 25 negativas)

clinico: pacientes con RTI

centros de Gran Bretafia
durante 2005-6.

20 cepas de Neisseria gonorrhoeae

coleccion de Quotient Bioresearch (GB).

20 cepas de Neisseria meningitidis

coleccion de Quotient Bioresearch (GB).

5 cepas de Helicobacter pylori

coleccién de Quotient Bioresearch (GB).

20 cepas de Bacteroides fragilis

coleccion de Quotient Bioresearch (GB).

10 cepas de Clostridium difficile

coleccion de Quotient Bioresearch (GB).

I11.L1.1.4 Estudio EM-4

Se ensayaron las siguientes especies bacterianas, con 123 cepas, mayoritariamente, de
coleccion. Estos microorganismos se encuentran asociados a infecciones respiratorias y del

tracto genital.

Figura ll.5. Cepas del estudio EM-4.

Cepas Estudio EM-4

Numero de cepas

B Chlamydia trachomatis
B Mycoplasma hominis

B Mycoplasma tuberculosis

B Chamydophila pneumoniae

B Ureaplasma urealyticum

B Mycoplasma pneumoniae

OLegionella pneumophila
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Tabla 111.3. Origen de las cepas del estudio EM-4

Cepas Origen

cepas clinicas aisladas en Gran Bretafia, 10 en 2003/4, 1 en 2001, 1 en

14 cepas de Chlamydia trachomatis 1999 y dos con anterioridad al 1997

cepas clinicas, 15 aisladas en 1999 (10 GB, 3 Suecia & 2 Hungria), 10

26 cepas de Legionella pneumophila aislados en Espafia en 2005 y la cepa de referencia NCTC 11192.

5 cepas de Chlamydophila pneumoniae colecciéon de Quotient Bioresearch (GB).
20 cepas de Mycoplasma pneumoniae coleccion de Quotient Bioresearch (GB).
27 cepas de Mycoplasma hominis coleccion de Quotient Bioresearch (GB).
20 cepas de Ureaplasma urealyticum colecciéon de Quotient Bioresearch (GB).
10 cepas de Mycobacterium tuberculosis coleccion de Quotient Bioresearch (GB).

111.1.2 Productos

La actividad in vitro de ozenoxacino se comparé con la de los compuestos listados a
continuacion, seleccionados con los siguientes criterios:

- antibiéticos de uso dérmico para el tratamiento de infecciones de piel y estructuras
relacionadas: mupirocina, ac.fusidico y nadifloxacino.

- otras quinolonas, todas fluoradas: ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino y
nadifloxacino.

- antibidticos de uso comun para el tratamiento de infecciones sistémicas: amoxicilina,
sola o con &c.clavulanico, ceftriaxona, tigeciclina, linezolid, daptomicina y claritromicina,
ademas de las fluoroquinolonas mencionadas anteriormente y rifampicina para M.
tuberculosis.

Figura II1.6. Antibidticos utilizados en EM-1, EM-2, EM-3 y EM-4.

Antibidticos utilizados en los distintos ensayos

Numero de Estudios

DEM-1 EEM-2 DEM-3 BEM-4
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Los antibidticos utilizados en estos cuatro estudios fueron de origen comercial o se sintetizaron
en el Dpto. de Quimica Médica de Ferrer.

- Ozenoxacino (Quimica Médica, Ferrer, Barcelona, Espafia. Lote A044247B). Se
prepara una solucién madre de 1280 mg/L (o de 3200 mg/L, para los microorganismos
fastidious) incorporando el producto en polvo a agua destilada estéril (10% del volumen
final) para conseguir una suspensién a la que se aflade NaOH 1N (8% del volumen
final). Se agita hasta que el producto en polvo esté visiblemente disuelto y luego se
lleva hasta el volumen final con agua destilada estéril. Sucesivas diluciones se realizan
en en agua destilada estéril y se utiliza el medio de cultivo requerido para las
determinaciones de las CMI.

- Ciprofloxacino (Sigma Aldrich, Gillingham, Dorset, GB. Lote 6226X). La solucion madre
de 640 mg/L se prepara en agua destilada estéril. Las diluciones sucesivas se realizan
también en agua destilada estéril y en el medio de cultivo requerido para las
determinaciones de las CMI.

- Las soluciones madre de 1600 mg/L 6 de 640 mg/L de levofloxacino (Sigma Aldrich,
Gillingham, Dorset, GB. Lote 1238030) se preparan en agua destilada estéril. Las
diluciones sucesivas se realizan también en agua destilada estéril y en el medio de
cultivo requerido para las determinaciones de las CMI.

- La solucién stock de 640 mg/L de moxifloxacino (Bayer AG, Wuppertal, Alemania. Lote
BXR3FDB) se prepara en agua destilada estéril. Las diluciones sucesivas se realizan
también en agua destilada estéril y en el medio de cultivo requerido para las
determinaciones de las CMI.

- La solucién stock de 1280 mg/L de amoxicilina (Sigma Aldrich, Gillingham, Dorset, GB.
Lote 112K0481) se prepara en tampén fosfato 0,06M a pH 7.5. Las diluciones
sucesivas se realizan en agua destilada estéril y en el medio de cultivo requerido para
las determinaciones de las CMI.

- La solucion stock de 640 mg/L de acido clavulanico (GlaxoSmithKline, Marty-le-Roi,
Francia. Lote BN95) se prepara en agua destilada estéril. Las diluciones sucesivas se
realizan también en agua destilada estéril y en el medio de cultivo requerido para las
determinaciones de las CMI. Para testar amoxicilina-ac.clavulanico, amoxicilina y ac.
clavulanico se mezclan en proporcién 2:1 respectivamente.

- La solucién stock de 640 mg/L de claritromicina (ICE Healthcare, Berks, GB. .Lote
CL133) se prepara en metanol. Las diluciones sucesivas se realizan en agua destilada
estéril y en el medio de cultivo requerido para las determinaciones de las CMI

- La solucion stock de 640 mg/L de ceftriaxone (Sigma Aldrich; Gillingham, Dorset, GB.
Lote 105K0522) se prepara en agua destilada estéril. Las diluciones sucesivas se
realizan también en agua destilada estéril y en el medio de cultivo requerido para las
determinaciones de las CMI.

- La solucién stock de 640 mg/L de tigeciclina (Wyeth Pharmaceuticals, Taplow, GB.
Lote RB5603) se prepara en agua destilada estéril. Las diluciones sucesivas se
realizan también en agua destilada estéril y en el medio de cultivo requerido para las
determinaciones de las CMI.

- La solucion stock de 1280 mg/L de linezolid (Pfizer AG, Zurich, Suiza. Lote
1000933645) se prepara en agua destilada estéril. Las diluciones sucesivas se realizan
también en agua destilada estéril y en el medio de cultivo requerido para las
determinaciones de las CMI.

- La solucion stock de 1280 mg/L de daptomicina (Cubist Pharmaceuticals, Lexington,

MA, EEUU. Lote CDCX01) se prepara en agua destilada estéril. Las diluciones
sucesivas se realizan también en agua destilada estéril y en el medio de cultivo
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requerido para las determinaciones de las CMI. Para la determinacién de las CMI de
daptomicina, todos los medios de cultivo se suplementan con 50 mg/L de Ca™".

- La solucién stock de 5120 mg/L de mupirocina (Grupo Ferrer, Barcelona, Espafa. Lote
TO1) se prepara en agua destilada estéril (biblio) -95% de etanol y un 5% de agua
destilada estéril-. Las diluciones sucesivas se realizan también en agua destilada estéril
y en el medio de cultivo requerido para las determinaciones de las CMI.

- La solucion stock de 1280 mg/L de &cido fusidico (Sigma Chemical, St Louis, MO,
EEUU. Lote T04) se prepara en 95% de etanol y un 5% de agua destilada estéril. Las
diluciones sucesivas se realizan también en agua destilada estéril y en el medio de
cultivo requerido para las determinaciones de las CMI.

- La solucion stock de 640 mg/L de rifampicina (Cubist Pharmaceuticals, Lexington, MA,
EEUU. Lote CDCXO01) se prepara en metanol. Las diluciones sucesivas se realizan
también en agua destilada estérii y en el medio de cultivo requerido para las
determinaciones de las CMI.

- Lasolucién stock de 640 mg/L de nadifloxacina (Grupo Ferrer, Barcelona, Espafia. Lote
TO7) se prepara en DMSO. Las diluciones sucesivas se realizan en agua destilada
estéril y en el medio de cultivo requerido para las determinaciones de las CMI.

111.1.3 Determinacion de la actividad de ozenoxacino vy los productos comparativos
(concentraciones minimas inhibitorias o CMI)

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se define como la minima concentracion de
antibidtico que previene el crecimiento de las bacterias, valorado visualmente. Esta
determinacion se realiza bajo unas condiciones estandares de preparacion del inéculo, de los
productos a testar y de la incubacién de ambos, en funciéon de las caracteristicas de los
microorganismos (Andrews, 2001, CLSI 2006a y 2006b / www.CLSI.org).

En funcién de los resultados obtenidos para los distintos antibi6ticos, y de acuerdo a la
disponibilidad, o no, de puntos de corte definidos de las distintas especies bacterianas
(www.eucast.org), se consideraron las cepas como sensibles o resistentes a los distintos
antibiéticos, y como tales se reportaron y analizaron los resultados frente al resto de productos.

111.1.3.1 Determinacion de las CMI — Estudio EM-1

El estudio de la actividad de los antibiéticos se realizO mediante la determinacién de las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI), por el método de dilucidon en agar siguiendo las
normas del Clinical and Laboratory Standard Institute M7-A4. (CLSI, 1998, anteriormente
NCCLS)

El agar Mueller-Hinton (MHA; MERCK KGaA, Alemania) se utilizé para las siguientes especies
bacterianas: Staphylococcus spp., Streptococcus pyogenes, Pseudomonas spp., VY
Corynebacterium spp. El medio MHA se suplementé con un 5% de sangre desfibrinada de
cordero (Oxoid, Espafia) para soportar el crecimiento de Streptococcus pneumoniae, mientras
que el medio utilizado para determinar las CMI para Propionibacterium acnes fue el agar de
Wilkins-Chalgren (MHA; MERCK KGaA, Alemania). Se prepararon las placas de agar con las
distintas concentraciones de los antibidticos a testar, que fueron, tal y como se indica en el
apartado anterior, ozenoxacino, ciprofloxacino, moxifloxacino, nadifloxacino, mupirocina y
ac.fusidico (desde 0,004 mg/L hasta 128 mg/L).

Se preparé un inéculo en solucién salina con una turbidez equivalente a la escala estandar
McFarland 0,5, a partir un cultivo fresco (overnight) en placas de agar. Todas las cepas se
testaron a un inéculo final de 10 UFC/spot, que se depositd sobre las placas de agar con
antibiético, utilizando un inoculador Multipoint (Denley-Tech, Suiza). Se incubaron las placas
sembradas a 35°C durante 18-24h en condiciones de aerobiosis, excepto las de S. pneumoniae
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gue se incubaron en una atmosfera de 5% de CO, (Anaerocult C; MERCK KgaA, Alemania), y
las cepas de P.acnes se incubaron a 35°C durante 72h en condiciones anaerdbicas (Anaerocult
A; MERCK KgaA, Alemania).

111.1.3.2 Determinacién de las CMI — Estudio EM-2

En este ensayo, se utilizé, para la determinaciéon de las CMI, el método de microdilucion de
acuerdo a las recomendaciones de la CLSI, M7-A4 (CLSI, 1998) utilizando caldo de Mueller-
Hinton suplementado con cationes (MHA; MERCK KGaA, Alemania). Se preparan
suspensiones de 2 mL en suero salino, equivalentes a un estandar McFarland 0,5, a partir de
cultivos frescos de una noche en placas con agar sangre. Las diluciones se preparan 1:10
hasta obtener un indculo final de 5-10° UFC/mL. Las microplacas se incuban durante 18-20h a
35°C, en condiciones anaerobicas.

Las cepas estandares de control del método se incluyeron en los distintos ensayos, tal y como
recomienda la metodologia, y fueron Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC
35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 y
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

111.1.3.3 Determinacién de las CMI — Estudio EM-3

La determinacion de la CMI para las bacterias aerodbicas se realizé por microdilucién en caldo,
y se llevé a cabo igual que en el estudio anterior, siguiendo las recomendaciones del Clinical
and Laboratory Standards Institute M7-A7 y M45-A (CLSI, 2006a y 2006b) para las diferentes
especies bacterianas testadas (CLSI).

Para N. gonorrhoeae, H. pylori y las bacterias anaerobicas, La determinacion de las CMI se
realizé6 mediante la técnica de dilucion en agar, de acuerdo a los estandares del Clinical and
Laboratory Standards Institute M11-A6 y M7-A7 (CLSI, 2004 y 2006a).

111.1.3.4 Determinacién de las CMI — Estudio EM-4

Para C. pneumoniae y C. trachomatis, la determinacion de las CMI se realiz6é en placas de 96
pocillos de cultivo de tejidos micro-tissue, de fondo plano, (96-well flat bottom micro-titre tissue
culture plates) utilizando una linea de cultivo celular McCoy, en un medio esencial minimo de
Eagle (MEM) suplementado (Invitrogen Ltd., Paisley, UK) (CLSI, 2003). Las inclusiones se
demostraron por tincion de las capas celulares en el fondo plano de cada pocillo. La CMI es la
menor concentraciéon de antimicrobiano que inhibe completamente la formacion de inclusiones
normales.

Para Mycoplasma spp y U. urealyticum, la determinacién de las CMI se llevé a cabo utilizando
el método de microdiluciéon en medio liquido en caldo base para Mycoplasma (Oxoid Ltd,
Hampshire, GB), preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Para M. tuberculosis, la determinacién de las CMI se realiz6 de acuerdo a las recomendaciones
del Clinical and Laboratory Standards Institute para el método de dilucién en agar (NCCLS
M24-A).

Para L. pneumophila, la determinacién de las CMI se llevd a cabo utilizando la técnica de

incorporacion en agar bacteriologico suplementado con extracto de levadura, caldo BCYE para
Legionella y agar sangre de caballo.
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I.2. RESULTADOS

El andlisis de los datos se resume de manera descriptiva determinando el rango de las CMI, y
las CMlg y la CMlIsg, que son las minimas concentraciones que inhiben el crecimiento visible
del 90% y del 50% de las cepas, respectivamente. Se determina la media geométrica, en el
caso de disponer de menos de 10 cepas por grupo, en lugar de la CMlgy y la CMls.

Los resultados se presentan en tablas, con la totalidad de los antibidticos y de las cepas
evaluadas por estudio, o con subgrupos de cepas agrupadas por su perfil de resistencia a
algunos antibiodticos. En las figuras se representan las CMlgy, 0 los valores individuales para
cada cepa.

A partir de los resultados de este estudio se analiza, en los diferentes subgrupos, la presencia
de cepas con resistencia o sensibilidad disminuida (www.eucast.org) a mupirocina, ac.fusidico
y/o a fluoroquinolonas, y la actividad de ozenoxacino frente a las mismas.

111.2.1. Resultados EM-1

La tabla 1ll.4 muestra los rangos de CMI y los valores de CMI, para todos los antibiticos
testados, que inhiben el crecimiento del 50% y 90% de las 141 cepas evaluadas en este
estudio, pertenecientes tanto a especies de bacterias Gram-positivas como Gram-negativas.
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Tabla I11.4. Estudio EM-1 — Actividad antibacteriana de ozenoxacino y otros antibiéticos
Organismo (numero de cepas) Compuestos Rango de CMI (mg/L) CMIso(mg/L) CMlgo(mg/L)
0zenoxacino 0,004 0,004 0,004
ciprofloxacino 0,25-1 0,5 1
S. aureus sensible a meticilinay a ac.fusidico 0,03-0,06 0,06 0,06
ciprofloxacino (10) mupirocina 0,015-0,125 0,06 0,125
nadifloxacino 0,015-0,03 0,03 0,03
moxifloxacino 0,03-1 0,06 0,06
0zenoxacino 0,06-0,125 0,125 0,125
ciprofloxacino 8-32 32 32
S. aureus resistente a meticilinay a 4c.fusidico 0,06 0,06 0,06
ciprofloxacino (13) mupirocina 0,03-128 0,06 1
nadifloxacino 1 1 1
moxifloxacino 1-2 1 2
0zenoxacino 0,004-0,06 0,008 0,013
ciprofloxacino 0,125-0,25 0,125 0,25
S. epidermidis sensible a meticilinay a &c.fusidico 0,03-16 0,125 0,125
ciprofloxacino (10) mupirocina 0,03-0,125 0,06 0,125
nadifloxacino 0,03-0,06 0,03 0,06
moxifloxacino 0,06-4 0,06 0,06
0zenoxacino 0,03-0,25 0,125 0,125
. - ciprofloxacino 4-128 32 32
. S. ep'.ld_erm'd's. foxaci ac.fusidico 0,06-16 0,06 0.25
resistente a metlcar;l Yy a ciprofioxacino mupirocina 0,03-128 0,06 2
nadifloxacino 0,25-2 1 1
moxifloxacino 0,5-4 1 1
0zenoxacino 0,03-0,5 0,06 0,5
ciprofloxacino 1-4 2 4
ac.fusidico 16 16 16
S. pyogenes (20) mupirocina 0,125-4 0,25 4
nadifloxacino 0,06-4 0,5 4
moxifloxacino 0,125-2 0,25 2
ozenoxacino 0,03-0,5 0,06 0,5
ciprofloxacino 1-4 2 4
S. pneumoniae ac.fusidico 8-16 16 16
sensible a penicilina (10) mupirocina 0,250-4 1 4
nadifloxacino 0,5-4 1 4
moxifloxacino 0,125-2 0,25 2
0zenoxacino 0,03-0,5 0,06 0,5
ciprofloxacino 1-4 2 4
S. pneumoniae ac.fusidico 8-16 16 16
resistente a penicilina (17) mupirocina 0,250-4 1 4
nadifloxacino 0,5-4 1 4
moxifloxacino 0,125-2 0,25 2
ozenoxacino 0,5-1 1 1
ciprofloxacino 0,125-2 0,125 0,25
Pseudomonas aeruginosa ac.fusidico 64-128 128 128
sensible a ciprofloxacino (10) mupirocina 64-128 128 128
nadifloxacino 1-16 2 2
moxifloxacino 0,5-32 1 2
o0zenoxacino 16-128 32 128
ciprofloxacino 2-64 16 64
Pseudomonas aeruginosa ac.fusidico 64-128 128 128
resistente a ciprofloxacino (12) mupirocina 64-128 128 128
nadifloxacino 16-128 64 128
moxifloxacino 4-128 32 128
ozenoxacino 0,016-0,03 - 0,02*
. i ciprofloxacino 0,5-1 - 0,65*
Propionibacterium acnes (8) ac.fusidico 01251 ) 0.39*
(* valores de media geométrica) mupirocina 0,5-128 ) 64
nadifloxacino 0,03-0,25 - 0,10*
moxifloxacino 0,125-0,5 - 0,39*
0zenoxacino 0,008-1 0,25 1
ciprofloxacino 0,06-128 32 128
Corynebacterium spp. (18) 4c.fusidico 0,004-0,5 0,03 0,25
mupirocina 128 128 128
nadifloxacino 0,004-8 1 8
moxifloxacino 0,008-16 2 16
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Ozenoxacino ha sido el producto mas potente in vitro frente a todas las especies testadas de
bacterias Gram-positivas, con igual actividad que el ac.fusidico frente a los subgrupos de S.
aureus resistentes a meticilina y resistentes a ciprofloxacino (CMlgy 0zenoxacino 0,125 mg/L y
fusidico 0,06 mg/L) y S. epidermidis resistentes a meticilina y a ciprofloxacino (ozenoxacino
0,125 mg/L y fusidico 0,25 mg/L).

La CMlg, de ozenoxacino frente a cepas de MSSA ha sido entre 7 y 250 veces menor que la
de los comparativos; frente a cepas de MRSA ha sido entre 8 y 256 veces menor que la de
ciprofloxacino, mupirocina, nadifloxacino y moxifloxacino, y, comparable a la del acido fusidico.

Todas las cepas de MSSA sensibles a ciprofloxacino, lo fueron también al resto de antibiéticos
testados, mientras que entre las MRSA resistentes a ciprofloxacino algunas cepas poseian una
CMI para mupirocina, por encima del punto de corte de sensibilidad (1 mg/L), con un rango de
0,03-128 mg/L y una CMlggde 1 mg/L.

La actividad antibacteriana de ozenoxacino frente a cepas de S. epidermidis sensibles a
ciprofloxacino ha sido entre 4 y 20 veces mayor que la de sus comparativos, y frente a cepas
de S. epidermidis resistentes a ciprofloxacino similar a ac.fusidico, y mejor que el resto de
productos.

Para las cepas de S. epidermidis, resistentes a meticilina y a ciprofloxacino, también se
detectan cepas con sensibilidad disminuida a mupirocina, con una CMIg, de 2 mg/L, mientras
que para ac.fusidico, aparecen cepas con CMI de 16 mg/L, tanto entre las sensibles como
entre las resistentes a meticilina y ciprofloxacino, aunque su CMlgy permanece con valores de
0,125-0,25 mg/L. Las CMlgy, para ozenoxacino Yy estos dos subgrupos de S. epidermidis son
de 0,013 y 0,125 mg/L, respectivamente.

La actividad de ozenoxacino frente a S. pyogenes ha sido también entre 4 y 32 veces mayor
que la de los otros productos testados, con una CMI maxima de 0,5 mg/L, independientemente
de la resistencia detectada a otros antibiéticos. Todos los valores de CMI para el acido fusidico
han sido de 16 mg/L, mientras que la CMIg, de mupirocina ha sido de 4 mg/L; estas cepas se
podrian considerar no susceptibles tanto a fusidico como a mupirocina.

La actividad de ozenoxacino frente a S. pneumoniae (tanto sensible como resistente a
penicilina) ha sido también entre 4 y 32 veces mayor que la de los comparativos, con CMI
maximas de 0,5 mg/L y minimas de 0,03 mg/L.

Ozenoxacino presenta la mayor actividad frente a las 8 cepas de P. acnes estas cepas, con un
rango de actividad entre 0,016 y 0,03 mg/L. Los tres antibiéticos topicos, nadifloxacino,
ac.fusidico y mupirocina presentan medias de 0,1, 0,39 mg/L y 6 mg/L, respectivamente, y
moxifloxacino y ciprofloxacino de 0,39 y 0,65 mg/L. La actividad de ozenoxacino es
aproximadamente cuatro veces mejor que el resto de compuestos, excepto frente a mupirocina,
frente a la que se encuentran muchas cepas con sensibilidad reducida.

La actividad antibacteriana de ozenoxacino (CMlg, 1mg/L) frente a las 18 cepas de
Corynebacterium spp. fue ligeramente inferior a la del acido fusidico (4 veces), mientras que,
tanto el resto de quinolonas como mupirocina, no presentaban actividad.

En el caso de la Unica especie de bacterias Gram-negativas testada en este estudio, P.
aeruginosa, s6Olo las quinolonas han presentado actividad frente al subgrupo de cepas
sensibles a ciprofloxacino; ciprofloxacino ha sido el producto mas activo (CMlgy, igual a 0,25
mg/L) mientras que ozenoxacino, y las otras dos fluoroquinolonas nadifloxacino y moxifloxacino
han presentado CMlg, de 1, 2 y 2 mg/L, respectivamente. Ninguno de los productos testados ha
sido activo frente a las cepas de P. aeruginosa resistentes a ciprofloxacino.

En los resultados de este estudio se observa que, en ninguno de los casos, nadifloxacino
presenta mayor actividad que ozenoxacino, con CMI que difieren en 2-3 diluciones.
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En todos los subgrupos de cepas, se ha mantenido la actividad de ozenoxacino, con CMI
maximas de 0,5 mg/L y minimas de 0,004 mg/L, independientemente de la resistencia a otros
antibidticos.

111.2.2. Resultados del Estudio EM-2

En las tablas IIl.5 y 1.6 se detallan los resultados en forma de CMIsy, CMlgy, rango y media
geométrica de ozenoxacino, ciprofloxacino, moxifloxacino, &c.fusidico y mupirocina para las
293 cepas estudiadas de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Las cepas, para la
presentacion de los resultados, se subdividen en sensibles y resistentes a ciprofloxacino.

En las tablas II.7-111.12 se detalla la actividad de ozenoxacino, y de los otros antibidticos, frente
a aquellas cepas de S. aureus, S. epidermidis y S. pyogenes que poseen resistencia o
sensibilidad disminuida a mupirocina, acido fusidico y/o a las dos fluoroquinolonas utilizadas en
este estudio.

En las figuras 111.7-111.19 se representa graficamente la distribucion de las CMI para cada una
de las distintas especies bacterianas; de manera global por especies, y, por separado las
cepas sensibles o resistentes a ciprofloxacino, y en el caso de S. aureus, sensibles o
resistentes a meticilina. Las figuras permiten valorar la potencia, el rango de actividades vy el
espectro de accién de los diferentes antibitticos frente a las especies testadas.
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Capitulo lll. Perfil de actividad antimicrobiana (CMI)
Apartado IIl.2. RESULTADOS

En la tabla 11.5, se puede observar que ozenoxacino ha presentado los menores valores de
CMI, y por tanto, mayor actividad, frente a todas las cepas de bacterias Gram-positivas
testadas, tanto si son sensibles como resistentes a ciprofloxacino. Ozenoxacino es, en todos
los casos, diez veces mas potente cuando se trata de cepas sensibles a ciprofloxacino que
cuando son cepas resistentes a ciprofloxacino, ain asi mantiene unas CMlIg, inferiores a
1mg/L, excepto en el caso de E. faecalis (64 mg/L) y Corynebacterium spp (2 mg/L).

En cambio, frente a P. acnes, ozenoxacino no ha modificado su excelente actividad en funcion
de si las cepas son resistentes 0 no a ciprofloxacino, y, ha sido entre uno y dos érdenes de
magnitud mas potente que ciprofloxacino, moxifloxacino y ac.fusidico, y entre tres y cuatro, que
mupirocina.

Frente a las cepas de gram-negativos testadas (E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa y A. baumannii), las tres quinolonas han mostrado una actividad similar para las
cepas sensibles a ciprofloxacino, siendo moxifloxacino el producto mas potente; ozenoxacino
posee unos valores maximos de CMI de 2-4 mg/L, mientras que ciprofloxacino los posee de
1mg/L y moxifloxacino de 0,5 mg/L. Ozenoxacino presenta una buena actividad frente a las
cepas cuando son sensibles a ciprofloxacino, y es diez veces menos activo cuando las cepas
son resistentes a ciprofloxacino, excepto en las de E. coli que es cien veces menor. De las tres
quinolonas testadas, con actividad muy similar, moxifloxacino es ligeramente mejor frente a E.
cloacae, K. pneumoniae y P. aeruginosa, y frente a Acinetobacter baumannii, destacar que
ozenoxacino es la quinolona con mejor actividad, con un rango de 0,06-32 mg/L, siendo todas
las cepas testadas resistentes a ciprofloxacino.

En el caso de las cepas de Gram-negativos resistentes a ciprofloxacino, todas las quinolonas
han perdido su actividad, ya que ha aumentado su CMI entre 10 y 100 veces.

En la tabla I11.6, con los resultados equivalentes para ozenoxacino, ac.fusidico y mupirocina, se
puede observar que ozenoxacino ha presentado la mayor actividad frente a todas las cepas,
tanto de bacterias Gram-positivas como Gram-negativas testadas, independientemente de su
resistencia a ciprofloxacino. Sélo frente a Corynebacterium spp. resistente a ciprofloxacino, el
ac.fusidico ha sido entre 5 y 10 veces mas activo que ozenoxacino, en el resto de especies,
ozenoxacino ha sido entre 10 y 1000 veces mas potente que el ac.fusidico y mupirocina.

En las tablas siguientes (111.7-111.12) se detalla la actividad de ozenoxacino frente a las cepas de
S. aureus, S. epidermidis y S. pyogenes que poseen resistencia o sensibilidad disminuida a
mupirocina, éacido fusidico y/o a las dos fluoroquinolonas utilizadas en este estudio
(www.eucast.org).

En la tabla 111.7, se puede observar que entre las cepas de S. aureus sensibles a meticilina
(Oxa*) cuatro cepas (31%) han presentado resistencia a fusidico, dos de ellas con valores de
32 mg/L (en negrita, CMI >1 mg/L), y, ninguna de las cepas ha presentado sensibilidad
disminuida a mupirocina. En cambio, 7 de las cepas (54%) han sido resistentes a
ciprofloxacino, (sombreado y negrita, CMI > 1 mg/L), y las 6 cepas restantes han presentado
una CMI para ciprofloxacino de 1 mg/L. Las CMI para ozenoxacino son muy potentes y con un
rango muy estrecho de actividad (0,002-0,004 mg/L, en las cepas sensibles a ciprofloxacino, y
0,002-0,016 mgl/L, en las resistentes).
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Tabla l1l.7.

Actividad antibacterian de ozenoxacino, ciprofloxacino, moxifloxacino, ac.fusidico y mupirocina

frente a MSSA
CMI (mg/L)

Oxa* Cepas ozenoxacino | ciprofloxacino | moxifloxacino ac.fusidico mupirocina
S S.a-1 0,004 1 0,125 32 0,016
S S.a-2 0,004 1 0,125 32 0,016
S S.a-3 0,004 1 0,25 0,25 0,03
S S.a5 0,002 1 0,06 0,125 0,016
S S.a-11 0,004 1 0,03 0,5 0,06
S S.a-12 0,004 1 0,125 0,25 0,125
S S.a4 0,008 4 1 0,125 0,06
S S.a-6 0,016 16 1 0,25 0,125
S S.a-7 0,002 4 0,25 0,06 0,03
S S.a-8 0,008 8 2 0,125 0,06
S S.a-9 0,008 4 0,5 8 0,125
S S.a-10 0,016 4 1 2 0,06
S S.a-13 0,002 8 1 0,06 0,03

En la tabla 1.8, se observa que todas las cepas de S. aureus resistentes a meticilina (Oxa*)
han sido resistentes a ciprofloxacino, y excepto una, a moxifloxacino (sombreado y negrita),
gue 3 cepas (18%) han sido resistentes, también, al 4c.fusidico (negrita), y, que 11 (65%) no
han sido sensibles a mupirocina, aunque sin llegar al punto de corte definido de resistencia
(negrita). A pesar de la resistencia a ciprofloxacino y moxifloxacino de las cepas de este

subgrupo MRSA, las CMI para ozenoxacino se han mantenido bajas, entre 0,004 y 0,25 mg/L.

Actividad antibacteriana de ozenoxacino, ciprofloxacino, moxifloxacino, ac.fusidico y

mupirocina frente a MRSA
CMI (mg/L)

Oxa* Cepas ozenoxacino ciprofloxacino | moxifloxacino ac.fusidico mupirocina
R S.a-14 0,125 256 8 8 2
R S.a-15 0,125 512 16 4 0,5
R S.a-16 0,06 32 2 0,125 1
R S.a-17 0,06 128 4 0,06 2
R S.a-18 0,06 128 4 0,06 1
R S.a-19 0,06 128 4 0,06 2
R S.a-20 0,125 512 16 0,25 4
R S.a-21 0,06 128 4 0,5 4
R S.a-22 0,06 64 2 0,125 0,5
R S.a-23 0,125 256 16 0,03 8
R S.a-24 0,06 128 8 0,125 2
R S.a-25 0,004 8 0,5 0,125 0,5
R S.a-26 0,06 256 8 0,125 2
R S.a-27 0,125 128 32 0,03 4
R S.a-28 0,06 64 0,5 1
R S.a-29 0,25 256 2 2
R S.a-30 0,06 128 0,06 2

Se presentan, en las dos tablas siguientes 111.9 y 111.10, los valores individuales de CMI para las
cepas de S. epidermidis en funcion de su sensibilidad o resistencia a ciprofloxacino; para estas
cepas no se ha realizado la determinacién de sensibilidad o resistencia a meticilina.

De entre las 9 cepas sensibles a ciprofloxacino, tres han sido resistentes a fusidico (33%,
negrita) y todas han sido sensibles a mupirocina. De entre las 29 S. epidermidis resistentes a
ciprofloxacino (sombreado y negrita), 13 han presentado resistencia a ac.fusidico (45%) y sélo
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8 (28%) han sido sensibles a mupirocina, 13 con sensibilidad intermedia y 8 posiblemente

resistentes a mupirocina (= 128 mg/L), o por lo menos, no sensibles.

Tabla .9, Actividad antibac_terie_ana de ozenoxaci_n0| ci_pr‘ofloxac_ino, mo>_<if|oxacir?o, ac.fusidico y
mupirocina frente a S. epidermidis sensibles a ciproflxacino
CMI (mg/L)
Cepas ozenoxacino ciprofloxacino moxifloxacino ac.fusidico mupirocina
S.e-24 0,008 0,5 0,25 64 0,06
S.e-25 0,008 0,5 0,125 0,125 0,06
S.e-26 0,008 0,25 0,125 0,125 0,03
S.e-27 0,008 0,5 0,125 0,125 0,06
S.e-29 0,016 0,25 0,125 32 0,125
S.e-30 0,008 0,25 0,125 0,06 0,06
S.e-35 0,008 0,25 0,125 0,06 0,06
S.e-36 0,008 0,25 0,125 0,125 0,06
S.e-37 0,008 0,25 0,125 8 0,125
Tabla I11.10. Actividad antibacteriana de ozenoxapino, (_:iproflo_xacino, moxifloxacino_, ac.fusidico y
mupirocina frente a S. epidermidis resistentes a ciprofloxacino
CMI (mg/L)
Cepas Ozenoxacino ciprofloxacino moxifloxacino ac.fusidico mupirocina
S.e-10 0,004 2 0,5 0,125 0,125
S.e-11 0,06 8 4 0,06 2
S.e-12 0,008 8 2 0,06 2
S.e-13 0,004 8 0,25 0,06 2
S.e-14 0,004 2 0,5 32 0,125
S.e-15 0,25 128 8 0,06 64
S.e-16 0,06 16 8 0,06 8
S.e-17 0,06 16 4 0,125 16
S.e-18 0,06 8 2 0,06 4
S.e-19 0,125 32 4 0,06 16
S.e-20 0,125 32 4 0,25 16
S.e-21 1 128 64 32 128
S.e-22 1 128 64 32 128
S.e-23 0,125 32 16 0,25 64
Se-1 0,06 256 8 0,06 128
S.e-2 0,06 256 8 0,5 128
S.e-3 0,06 256 8 32 128
S.e-6 0,125 256 16 64 128
S.e-28 0,125 8 4 0,125 0,5
S.e-4 0,004 4 0,5 2 0,125
S.e-5 0,03 256 8 32 128
S.e-31 0,06 4 2 0,06 0,5
S.e-32 0,06 2 0,5 4 0,125
S.e-33 0,25 128 8 0,06 64
S.e-34 0,125 8 4 0,125 0,5
S.e-7 0,125 256 4 0,125 64
S.e-8 0,125 256 16 64 128
S.e-9 0,03 32 8 2 32
S.e-38 0,06 8 1 4 1
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Ozenoxacino ha sido el producto mas activo en todos los casos, con unos valores de CMI muy
bajos en las cepas sensibles a ciprofloxacino (rango 0,008-0,016 mg/L) y se ha mantenido
entre 0,004 y 1 mg/L para las cepas resistentes a ciprofloxacino.

En las cepas de S. epidermidis, tanto si son sensibles como resistentes a ciprofloxacino, la
mayoria de cepas son sensibles al ac. fusidico, aunque hay una proporcién de cepas
resistentes (CMI entre 0,06 y 64 mg/L).

En este grupo de cepas de S. epidermidis se han encontrado, por primera vez, cepas
multiresistentes a distintos farmacos (ac.fusidico, mupirocina, ciprofloxacino y moxifloxacino)
frente a las cuales ozenoxacino ha mantenido una muy buena actividad. Hay 11 cepas
resistentes a las fluoroquinolonas y no sensibles a mupirocina, y 7 cepas resistentes a las
fluoroquinolonas y al &ac. fusidico que, ademas, no son sensibles a mupirocina; frente a todas
ellas las CMI de ozenoxacino van de 0,03 a 1 mg/L.

Como puede observarse en las dos tablas siguientes, 111.11 y 111.12, todas (100%) las cepas de
S. pyogenes han presentado CMI elevadas para el ac.fusidico, un 83% de las cepas con CMI
superiores a 1 mg/L para ciprofloxacino, un 20% han sido resistentes a moxifloxacino, y, sélo
hay 7 cepas (23%), que no han sido sensibles a mupirocina. Los valores para ozenoxacino se
han mantenido entre 0,03 y 0,06 mg/L para cepas con CMI bajas para ciprofloxacino, y entre
0,03 y 0,5 mg/L para cepas con CMI superiores a 1 para ciprofloxacino. La méxima CMI para
ciprofloxacino ha sido de 16 mg/L, mientras que su CMIlgy ha sido de 8 mg/L, muy inferior a los
valores de 256 mg/L que han presentado las cepas de Staphylococcus spp..

Tabla lIl.11. Actividad an_tibapteriana de ozenoxacino, ciprofloxacino, moxiflo_xacino, é\c_.fusidico y
mupirocina frente a S. pyogenes con CMI £1 mg/L para ciprofloxacino
CMI (mg/L)

Cepas ozenoxacino ciprofloxacino moxifloxacino ac.fusidico mupirocina
S.p-1 0,03 1 0,5 64 0,25
S.p-3 0,06 1 0,5 16 0,125
S.p-6 0,03 1 0,5 16 0,25
S.p-9 0,03 0,5 0,03 16 0,25
S.p-11 0,03 1 0,25 8 0,5
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Tabla lIl.12. Actividad an_tibacteriana de ozenoxacino, ciprofloxacino, moxifquacino, éq.fusidico y
mupirocina frente a S. pyogenes con CMI >1 mg/L para ciprofloxacino
CMI (mg/L)
Cepas ozenoxacino ciprofloxacino moxifloxacino ac.fusidico mupirocina
S.p-2 0,125 4 1 8 2
S.p-4 0,03 2 0,5 16 0,125
S.p-5 0,06 2 16 0,5
S.p-7 0,125 8 16 1
S.p-8 0,06 2 8 0,5
S.p-10 0,03 2 0,5 16 0,5
S.p-12 0,06 2 0,5 16 0,5
S.p-13 0,06 2 0,5 8 0,5
S.p-14 0,06 2 0,5 8 0,5
S.p-15 0,5 4 2 16 2
S.p-16 0,25 4 1 16 1
S.p-17 0,5 4 2 16 2
S.p-18 0,03 2 0,5 16 0,5
S.p-19 0,125 8 2 16 4
S.p-20 0,25 16 2 16 4
S.p-21 0,125 2 1 8 2
S.p-22 0,5 4 2 16 2
S.p-23 0,5 4 1 8 1
S.p-24 0,06 2 0,5 16 0,5
S.p-25 0,06 2 0,5 16 1
S.p-26 0,03 4 0,25 16 1
S.p-27 0,125 4 0,5 16
S.p-28 0,06 2 0,5 8 0,5
S.p-29 0,06 2 0,5 16 0,5
S.p-30 0,06 2 0,5 8 0,25

En las figuras 1l.7-111.19 se presenta la distribucion de los datos de actividad de los distintos
productos, en funcion del perfil de sensibilidad de las cepas, a meticilina en el caso de S.
aureus, y a ciprofloxacino, en el caso del resto de especies. Si existe punto de corte definido
para ciprofloxacino, segun EUCAST, se utiliza, y si no, se separan las cepas con CMI para
ciprofloxacino >1 mg/L.
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Resultados S.aureus (global, MSSA y MRSA)
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En el caso de las 30 cepas de S. aureus (tablas 1.5 y I11.6), s6lo 6 de las 13 MSSA han sido
sensibles a ciprofloxacino (46%), con CMI de 1mg/L, mientras que las 7 MSSA restantes (54%)
han sido resistentes a ciprofloxacino, y también la totalidad de las 17 cepas de MRSA.

En la primera figura, 111.7.1, con todas las cepas de S. aureus, se observa que el producto mas
activo ha sido ozenoxacino, el menos activo ciprofloxacino, y que, tanto el ac.fusidico, como
mupirocina y moxifloxacino han presentado un rango de CMI muy amplio desde 0,03 a 8-32
mg/L. En la segunda figura, 111.7.2, que representa los valores para las cepas de MSSA, se
observa que ozenoxacino ha sido el producto mas activo con CMI entre 0,002 y 0,004 mg/L, a
pesar de la menor susceptibilidad a ciprofloxacino de estas cepas (6 con CMI para
ciprofloxacino de 1 mg/L y 7 cepas con valores superiores, por tanto, resistentes). Mupirocina
ha presentado una buena actividad y moxifloxacino ha sido claramente mejor a ciprofloxacino
frente a estas cepas. El acido fusidico ha presentado un rango muy amplio de CMI, con 4/13
cepas resistentes, hasta valores de 32 mg/L. En la tercera figura, 111.7.3, con las cepas MRSA,
gue ademas de resistentes a meticilina, son también todas resistentes a ciprofloxacino y todas
menos una a moxifloxacino, se destaca que ozenoxacino ha presentado los valores de CMI
mas bajos (entre 0,004 y 0,125 mg/L) y que el acido fusidico ha sido mas eficaz frente a las
cepas MRSA que a las MSSA con 4/17 (23%) cepas resistentes, mupirocina ha perdido, en
cambio, actividad detectdndose cepas con susceptibilidad disminuida (CMI > 1 mg/L).
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Resultados S. epidermidis (global, sensibles y resistentes a ciprofloxacino).

Figuras 111.8.1, 111.8.2 y 111.8.3
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Como se observa en las tablas y figuras previas, ozenoxacino ha sido el producto mas activo,
con CMI entre 0,008-0,015 mg/L para las cepas sensibles a ciprofloxacino y 0,004-1 mg/L para
las cepas resistentes a ciprofloxacino.

Las cepas sensibles a ciprofloxacino han presentado las CMI mas bajas para todos los
antibidticos, excepto para el acido fusidico. Mupirocina también ha presentado mayor actividad
(0,03-0,125 mg/L) frente a las cepas sensibles a ciprofloxacino que frente a las cepas
resistentes a esta fluoroquinolona (0,5-128 mg/L), a pesar de tener mecanismos de accion
completamente distintos. Los resultados para moxifloxacino se han situado paralelos a los de
ciprofloxacino, con una clara su resistencia cruzada, aunque con valores algo més bajos.

Los valores de CMI para el acido fusidico no se han modificado, practicamente, en ninguno de
los grupos estudiados. Para las cepas sensibles a ciprofloxacino se han detectado dos
subpoblaciones, una sensible entre 0,06-0,125 mg/L y otra resistente entre 8-64 mg/L, mientras
que para las cepas resistentes a ciprofloxacino las CMI se han repartido entre 0,06 y 64 mg/L.
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Resultados E. faecalis (global)

Figura 111.9
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Todas las cepas, menos dos, de Enterococcus faecalis han sido resistentes a ciprofloxacino
(90%, CMI >2 mg/L), con CMI muy elevadas para el resto de antibiéticos, incluyendo tanto a
moxifloxacino, como &c.fusidico (una cepa de 0,5 y el resto 2-512 mg/L) y mupirocina (64-256
mg/L). S6lo ozenoxacino ha presentado 14/20 (70%) cepas con valores inferiores a 1 mg/L,
aunque se han detectado tres cepas con CMI de 64-128 mg/L, con valores, también, elevados
para ciprofloxacino (32-64mg/L), moxifloxacino (8-32 mg/L), ac.fusidico (128-512 mg/L) y
mupirocina (64-256 mg/L).

Resultados E. faecium (global)

Figura 111.10.
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Solo se han podido testar cuatro cepas de Enterococcus faecium, todas con valores de CMI
muy elevados para todos los antibiéticos y resistentes a ciprofloxacino (>2 mg/L). No hay
definidos puntos de corte de susceptibilidad y resistencia, para ac.fusidico y Enterococcus spp.,
ni para moxifloxacino ni mupirocina. En la figura se observa que las CMI para todos los
productos han sido muy elevadas, superiores a 16 mg/L en todos los casos, excepto para
0zenoxacino, cuyo rango ha sido de entre 2 y 128 mg/L.
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Resultados S. agalactiae (global)

Figura I11.11
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Frente a S. agalactiae, estreptococcus beta-hemolitico del grupo B, la actividad de ozenoxacino
se ha detectado con CMI muy bajas (entre 0,008 y 0,25 mg/L), muy por debajo de las de los
otros productos, moxifloxacino (entre 0,25-1 mg/L), ciprofloxacino (entre 1-8 mg/L), mupirocina
(entre 0,5y 2 mg/L) y, el menos activo ha resultado ser el ac.fusidico (entre 0,5-64 mg/L).

Resultados S. pyogenes (globales, sensibles y resistentes a ciprofloxacino)

Figuras 111.12.1, 111.12.2 y 111.12.3
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Para S. pyogenes, en general, como se observa en la primera gréafica, ozenoxacino ha sido el
producto mas activo, con los valores de las CMI mas bajos (0,03-0,5 mg/L), mientras el
ac.fusidico ha sido el antibiotico con menor actividad, con las CMI mas elevadas (8-64 mg/L).
De nuevo, para las cepas sensibles a ciprofloxacino, ozenoxacino se ha desmarcado con CMI
de entre 0,03-0,06 mg/L y mupirocina ha presentado, también, sus mejores valores (entre 0,12
y 0,5 mg/L), a pesar de no tener relaciébn sus mecanismos de accion. Moxifloxacino se ha
mantenido por debajo de 1 mg/L y el ac.fusidico ha presentado muy poca actividad, con valores
entre 8 y 64 mg/L.

Para las cepas con CMI para ciprofloxacino por encima de 1mg/L, ozenoxacino se ha

mantenido por debajo de 1mg/L (0,03-0,5 mg/L), moxifloxacino por debajo de 4 mg/L (0,25-
2mg/L), mupirocina ha presentado CMI entre 0,125-4 mg/L, y el ac.fusidico entre 8 y 16 mg/L.

Resultados Corynebacterium spp. (globales, sensibles y resistentes a ciprofloxacino)

Figuras 111.13.1, 111.1.2 y 11.13.3
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No hay puntos de corte, de sensibilidad y resistencia, definidos para Corynebacterium spp.,
pero se observa que mupirocina no ha presentado actividad, con CMI entre 64-512 mg/L, que
el ac.fusidico ha mantenido dos subpoblaciones, una, frente a la que posee una muy buena
actividad (entre 0,004-0,5 mg/L), y otra, aparentemente residual, con CMI entre 16-64 mg/L,
esto hace que su CMIlg, haya sido de 16 mg/L y su CMIs, de 0,016 mg/L.

Ozenoxacino ha demostrado una buena actividad, con CMI entre 0,001-0,12 mg/L para las
cepas con CMI para ciprofloxacino inferiores a 2 mg/L, y con CMI de entre 0,03 y 4 mg/L, CMlgy
de 2 y CMIso de 1 mg/L, para las que han presentados CMI mas elevadas para ciprofloxacino;
de igual manera se ha comportado moxifloxacino, aunque con valores siempre superiores a los
de ozenoxacino (0,06-2 mg/L y 0,5-32 mg/L).

Resultados cepas de E. coli (globales, sensibles y resistentes a ciprofloxacino)

Figuras 111.14.1, 111.14.2 y 11.14.3
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Frente a bacterias Gram-negativas, tanto el &c.fusidico como la mupirocina no poseen
actividad, y los valores de CMI detectados han sido de entre 64-1024 mg/L y 256-512 mg/L,
respectivamente. Las quinolonas utilizadas han mostrado actividad frente a las cepas sensibles
a ciprofloxacino, con las mejores CMI, aunque también con el rango mas amplio, para
ozenoxacino, seguido de moxifloxacino y ciprofloxacino. Para las cepas resistentes a
ciprofloxacino, que son la mayoria 22/32 (69%), también ozenoxacino (0,5-128 mg/L) y
moxifloxacino (0,5-256 mg/L), han perdido su actividad.
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Resultados cepas de K. pneumoniae (global, sensibles y resistentes a ciprofloxacino)

Figuras 111.15.1, 111.15.2 y 111.15.3
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En el caso de Klebsiella pneumoniae, tampoco ni el 4c.fusidico ni la mupirocina han presentado
actividad frente a estas cepas de bacterias Gram-negativas, con CMI de entre 32-1024 mg/L y
256-512 mgl/L.

Entre las cepas de K. pneumoniae se ha detectado menor proporcién de cepas resistentes a
ciprofloxacino (3/11, 27%), frente a éstas, también moxifloxacino y ozenoxacino han perdido su
actividad (1-64 mg/L y 2-32 mg/L, respectivamente); frente a las cepas sensibles a
ciprofloxacino (73%), moxifloxacino ha mostrado la mejor actividad (0,125-4 mg/L)) seguida de
ciprofloxacino (0,125-1 mg/L) y ozenoxacino (0,125-4 mg/L).
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Resultados cepas P. aeruginosa (globales, sensibles y resistentes a ciprofloxacino)

Figuras 111.16.1, 111.16.2 y 111.16.3
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En el caso de P. aeruginosa, s6lo un 27% de las cepas (8/30) han sido sensibles a
ciprofloxacino, vy, frente a éstas, moxifloxacino ha presentado la mejor actividad seguida de
ciprofloxacino y ozenoxacino. Frente a las cepas resistentes a ciprofloxacino (73%), con CMI
entre 2 y 1024 mg/L, tanto ozenoxacino como moxifloxacino han perdido su actividad, con
rangos de 1-128 mg/L y 1-512 mg/L, respectivamente. Los valores de CMI para mupirocina
han ido de 32-128 mg/L y para el &c.fusidico entre 128-1024 mg/L.
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Resultados de Enterobacter cloacae

Figuras I11.17
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El &c.fusidico y la mupirocina no han presentado actividad frente a las cepas de E. cloacae
analizadas, con CMI entre 16-512 mg/L y 256-512 mg/L, respectivamente. Las quinolonas han
demostrado actividad frente a estas cepas, se han detectado 2/12 (17%) resistentes a
ciprofloxacino (CMI de 4 y 64 mg/L) que, también, han presentado valores muy altos para
ozenoxacino (2 y 16 mg/L) y moxifloxacino (2 y 64mg/L). Para el resto de cepas (83%),
sensibles a ciprofloxacino, moxifloxacino ha sido el antibiético mas activo (0,03-0,125 mg/L),
seguido de ozenoxacino (0,125-1 mg/L) y ciprofloxacino (0,25-1 mg/L).

Resultados de A. baumannii

Figuras 111.18
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Las cepas de A. baumannii incluidas en este estudio no procedian de infecciones de piel, pero
se incluyeron para valorar la actividad de ozenoxacino frente a las mismas. Se puede observar
que, ozenoxacino, ha sido la quinolona que posee mayor actividad, aunque sus CMI han sido,
en todos los casos, superiores a 2 mg/L, excepto para una cepa (4%) que ha sido de 0,05mg/L.
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Resultados P. acnes

Figuras 111.19
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Ozenoxacino ha sido el producto mas activo frente a las 6 cepas de P.acnes testadas con CMI
entre 0,0016-0,06 mg/L. Mupirocina ha presentado unas CMI por encima de 32 mg/L, y algunas
cepas han presentado CMI para el ac.fusidico de entre 0,03 y 1 mg/L, mientras que se ha
detectado una cepa con CMI de 4mg/L y otra con 16mg/L. Tanto moxifloxacino como
ciprofloxacino han presentado CMI intermedias entre 0,12-1 y 0,25-2 mg/L, respectivamente.
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111.2.3. Resultados del Estudio EM-3

La distribucion de las CMI y el resumen de los datos para ozenoxacino y los 10 antibiéticos
usados como

comparadores, frente a cepas mayoritariamente de origen clinico, se muestran en las figuras y
tablas siguientes. Algunas de estas especies bacterianas estan normalmente involucradas en
infecciones de la piel y de estructuras relacionadas (SSSIs).

Se presentan seis tablas resumen de todos los datos (I1.14, 111.21, 111.32, 111.37, 111.42 y [11.48),
con los valores de MICgy, y rangos para los distintos subgrupos de especies bacterianas:
Staphylococcus spp (l1.14), Streptococcus spp. (l1l.21), Gram-negativos como E. coli, P.
aeruginosa, Salmonella spp. y Shigella spp. (111.32), H. influenzae, M. catarrhalis y Neisseria
spp. (tabla 111.37), L. monocytogenes, H. pylori, B. fragilis y Clostridium spp. (l1l.42), y
finalmente, patdégenos atipicos (111.48).

Las celdas de las tablas, que muestran la distribucién de las CMI, pueden estar coloreadas en
funcion de si las concentraciones han sido testadas o no (gris), la CMI es inferior a la minima
concentracion testada (amarillo), o es superior a la maxima concentracién testada (azul).

El nombre de los antibidticos, en las tablas, se abrevia. Ciprofloxacino (CIP), levofloxacino
(LEV), moxifloxacino (MOX), amoxicilina (AMOX), ceftriaxona (CEF), amoxicilina mas &c.
clavulanico (AMCL), ozenoxacino (OZN), tigeciclina (TIG), linezolid (LNZ), daptomicina (DAP) y
claritromicina (CLA).
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Capitulo lll. Perfil de actividad antimicrobiana (CMI)
Apartado IIl.2. RESULTADOS

En la tabla 111.14 se detallan los resultados para los distintos subgrupos de cepas. La actividad de
ozenoxacino se ha destacado de la del resto de antibiéticos frente a las cepas de MSSA. Los valores
de CMlg y de rango para ozenoxacino (0,008 mg/L y 0,0005-0,5 mg/L) han sido los mas bajos, a
mucha distancia, de los del resto de antibidticos. La gran mayoria de las cepas (94%) han presentado
una CMI para ozenoxacino por debajo de 0,008 mg/L, y sélo el 6% restante ha obtenido una CMI
entre 0,125-0,5 mg/L. Estas cepas, con una CMI algo superior, son las que han presentado CMI para
ciprofloxacino superiores a 64 mg/L. El 92% de las cepas de MSSA han sido sensibles a
ciprofloxacino (92%). Frente a las cepas de MSSA no sensibles a ciprofloxacino (8%), las CMI para
ozenoxacino han sido comparables a las de daptomicina y tigeciclina, y mejores que las del resto de
compuestos, habiendo sido cien veces mas activo que ciprofloxacino, sesenta y cuatro veces mejor
que levofloxacino y dieciséis veces mejor que moxifloxacino.

Frente a todas las cepas de MRSA sensibles a ciprofloxacino (10%) ozenoxacino ha sido mas activo
que el resto de comparativos con CMI tan bajas como 0,002 mg/L y se ha comportado como en el
grupo anterior de MSSA sensibles a ciprofloxacino, con CMI entre diez y diez mil veces inferiores a
las del resto de antibiéticos. Frente a las cepas mayoritarias de MRSA resistentes a fluoroquinolonas
(90%), las CMI de ozenoxacino han sido comparables a los compuestos mas activos, daptomicina y
tigeciclina. Estos tres antibidticos han sido mas potentes que el resto de compuestos, ozenoxacino ha
sido sesenta y cuatro veces mas activo que ciprofloxacino y levofloxacino, y treinta y dos veces mas
activo que moxifloxacino. En este subgrupo, de los once antibidticos testados, siete de ellos han
obtenido CMlgy de 32-264 mg/L, entre ellos, las tres fluoroquinolonas. Frente a las cepas mayoritarias
de MRSA resistentes a ciprofloxacino (90%), las CMI de ozenoxacino han sido comparables a los
compuestos mas activos, daptomicina y tigeciclina, habiendo sido mas potente que el resto de
compuestos. Tigeciclina y daptomicina han presentado los mejores valores, tanto de CMlg, (0,275 y
0,5 mg/L) como de rango (0,06-1 y 0,12-1 mg/L), y a continuacién, ozenoxacino con una CMlg, de
1mg/L y un rango de 0,03-=2128 mg/L, seguido de linezolid (2 mg/L y 1-4 mg/L). Ozenoxacino ha sido
sesenta y cuatro veces mas activo que ciprofloxacino y levofloxacino, y treinta y dos veces mas activo
que moxifloxacino. Ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino han obtenido una CMlg, para MRSA
de 264, 264 y 32m/L, respectivamente, vs 1 mg/L para ozenoxacino.

En la tabla Ill.14 se observa que, ozenoxacino ha sido el compuesto mas activo frente a las cepas de
S. epidermidis sensibles a meticilina, los valores de CMlgy, y rango han sido inferiores a los del resto
de compuestos (0,06 mg/L y 0,001-0,125 mg/L), seguido de amoxicilina con &c.clavulanico (0,25mg/L
y 0,03-0,5 mg/L), tigeciclina (0,25 mg/L y 0,03-0,5 mg/L), daptomicina (0,5 mg/L y 0,06-1 mg/L) y
amoxicilina sola (0,5 mg/L y 0,03-2 mg/L), por delante de las fluoroquinolonas, ceftriaxona, linezolid y
claritromicina.

Un 86% de estas cepas han sido sensibles a ciprofloxacino y el comportamiento de ozenoxacino ha
sido el mismo que para todos los subgrupos de bacterias gram-positivas sensibles a ciprofloxacino,
una actividad marcadamente superior a la del resto de compuestos, con CMI tan bajas como
0,001mg/L una CMlg, de 0,06 mg/L mil veces inferior a la de otros antibiéticos, como claritromicina, y
cien veces a la de ciprofloxacino y levofloxacino, como reflejan también las figuras 111.25 y 111.26.
Frente a las cepas de MSSE resistentes a ciprofloxacino (14%), las CMI para ozenoxacino fueron
comparables a las de daptomicina, linezolid y tigeciclina pero mejor que las del resto de compuestos
incluyendo sesenta y cuatro veces méas activo que ciprofloxacino y levofloxacino, y dieciséis veces
mejor que moxifloxacino.

En la tabla 11.14 se observa que tigeciclina, daptomicina y ozenoxacino han sido los compuestos mas
activos frente a las cepas de S. epidermidis, resistentes a meticilina (MRSE). Los valores de CMlgy y
rango han sido muy similares entre ellos, aunque ozenoxacino ha presentado una CMI de hasta
0,002mg/L (0,5 mg/L y 0,015-0,5 mg/L, 0,5 mg/L y 0,06-0,5 mg/L y 1 mg/L y 0,002-2 mg/L,
respectivamente), seguidos de linezolid (1 mg/L y 0,5-2 mg/L) y el resto de antibidticos con CMlg
superiores a 8 mg/L y maximos no definidos. El 71% de estas cepas han sido resistentes a
ciprofloxacino, y para este subgrupo todos los antibiéticos menos tigeciclina, daptomicina,
ozenoxacino y linezolid, han obtenido una CMlg, entre 8 y 264 mg/L. Ozenoxacino ha sido sesenta y
cuatro veces mas potente que ciprofloxacino y levofloxacino, y treinta y dos veces mas que
moxifloxacino.
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Capitulo lll. Perfil de actividad antimicrobiana (CMI)
Apartado IIl.2. RESULTADOS

En resumen, se observa que frente a todas las cepas de las distintas especies de Streptococcus,
ozenoxacino ha presentado una muy buena actividad, habiendo sido el producto mas potente, en
algunos casos, junto a tigeciclina. Las CMlgy, para ozenoxacino han oscilado entre 0,03 y 0,06 mg/L
aunque el rango inferior ha llegado hasta valores de 0,008-0,015 mg/L y no ha superado 0,25 mg/L,
también en todos los subgrupos. La Unica quinolona que tiene un punto de corte definido para
estreptococos es moxifloxacino y sélo se han detectado algunas cepas con CMI superiores a 2 mg/L
en S. bovis, S.mitis y S.sanguis, quienes también han presentado CMI altas para ciprofloxacino y
levofloxacino. En algunos subgrupos o especies de estreptococos se ha observado que, para
claritromicina, existe una subpoblacion de cepas frente a las que posee muy buena actividad (por
debajo del limite testado) y, otra residual, resistente, por encima de la maxima concentracién
evaluada (64 mg/L).

En la tabla I11.21, se observa que, todos los productos han presentado, en general, actividad frente a
las cepas estudiadas de S. pyogenes (Streptococci del grupo A). Ozenoxacino ha sido el producto
con mayor actividad (CMlg, 0,03 mg/L y rango 0,008-0,06 mg/L), aunque similar al grupo de productos
formados por amoxicilina, sola o con &ac.clavulanico, ceftriaxona, tigeciclina y daptomicina.
Moxifloxacino, claritromicina, linezolid, ciprofloxacino y levofloxacino han obtenido algo menos de
actividad, ya que se han detectado algunas cepas con sensibilidad disminuida a claritromicina,
ciprofloxacino y levofloxacino.

En la tabla resumen 111.21, se observa que frente al subgrupo formado por los Streptococci del grupo
B, con 20 cepas de S. agalactiae, el producto mas activo ha sido, también, ozenoxacino (CMlg, 0,016
mg/L y rango 0,008-0,03 mg/L), seguido de tigeciclina, amoxicilina (sola o con ac.clavulanico),
ceftriaxona y moxifloxacino, (CMlgg entre 0,06 y 0,25 mg/L y rangos de hasta 0,5 mg/L, en conjunto),
a continuacion, daptomicina, levofloxacino, ciprofloxacino y linezolid (CMlgy, de 1 mg/L y rangos de
hasta 2 mg/L).

En la tabla resumen 111.21 se observa que, en general, todos los productos han presentado actividad
frente a las cepas estudiadas de Streptococci del grupo C, excepto claritromicina para algunas cepas.
Ozenoxacino, amoxicilina (sola o con ac. clavulanico) y ceftriaxona han sido los productos con mayor
actividad. Ozenoxacino (CMlg 0,03 mg/L y rango 0,008-0,25 mg/L), a continuacién tigeciclina,
daptomicina y moxifloxacino (CMlgy 0,25 mg/L), y ciprofloxacino, levofloxacino, linezolid vy
claritromicina (CMlg entre 1-2,6 mg/L).

Ozenoxacino, amoxicilina (con y sin &c.clavulanico) y ceftriaxona han sido los compuestos mas
activos frente a las cepas de Streptococcus del grupo G. Las CMlgy para estos compuestos han
estado entre 0,03 y 0,06 mg/L y los rangos entre 0,008 y 0,25 mg/L. Claritromicina ha presentado, en
el 70% de las cepas, unas CMI por debajo de 0,03 mg/L y luego, en un 20% CMI entre 0,5-2 mg/L y
otro 5% >64 mg/L.

Ozenoxacino Y tigeciclina son los productos mas activos frente a todas las cepas de S. pneumoniae, y
tal y como se observa en la tabla I11.21, no se han observado diferencias entre las cepas que poseen
distintos grados de sensibilidad a la penicilina. Se observa que a estos dos productos, ozenoxacino y
tigeciclina (CMlgy 0,03 mg/L y rango 0,015-0,03 mg/L), le han seguido moxifloxacino y daptomicina
(CMlgo 0,25 y 0,5 mg/L), vy, linezolid, ceftriaxona y ciprofloxacino (CMlg, 1, 1 y 2 mg/L). Amoxicilina
(con y sin ac.clavulanico) ha presentado una CMlg, de 8 mg/L y un rango <0,015-16 mg/L para los 64
cepas en total, pero al analizar, separadamente, el subgrupo sensible a penicilina han mostrado
actividad (CMlgy 0,03 mg/L) y un rango menos amplio (<0,015-0,03 mg/L). Ozenoxacino ha obtenido
mayor actividad, respecto a ciprofloxacino (sesenta y cuatro veces), levofloxacino (treinta y dos
veces) y moxifloxacino (ocho veces mayor).
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Capitulo lll. Perfil de actividad antimicrobiana (CMI)
Apartado IIl.2. RESULTADOS

Ozenoxacino ha presentado una buena actividad frente a bacterias Gram-negativas, aunque
significativamente menor que la que ha obtenido frente a Gram-positivos, como los estafilococos, con
unas CMI extremadamente bajas.

Las cuatro quinolonas, y especialmente ciprofloxacino, ha mostrado una buena actividad frente a las
enterobacterias Salmonella spp, Shigella spp y E. coli, sensibles a ciprofloxacino, y, frente a P.
aeruginosa, también sensibles a ciprofloxacino. Entre el resto de antibidticos, s6lo ceftriaxona y
tigeciclina han presentado actividad frente a estas cepas.

Las cepas de E. coli y P. aeruginosa se han subdividido en sensibles y resistentes a ciprofloxacino;
en ellas se puede observar que todas las quinolonas, incluido ozenoxacino, han perdido totalmente su
actividad frente a cepas resistentes a ciprofloxacino. Del resto de antibidticos comparativos, so6lo
tigeciclina mantiene una buena actividad frente a las cepas de E. coli resistentes a ciprofloxacino,
pero no frente a P. aeruginosa resistentes a ciprofloxacino.

En la tabla 111.32, se observa que, frente al 30% de cepas de E. coli que son resistentes a
ciprofloxacino s6lo mantienen su actividad tigeciclina (CMlgy 0,5 mg/L, rango 0,06-0,5 mg/L) y
ceftriaxona, excepto para una de ellas que también es resistente a ceftriaxona (CMlg, 1,3 mg/L, rango
0,06-264 mg/L). En las cepas sensibles a ciprofloxacino (72%), éste mismo antibiético ha sido el
producto mas activo, seguido de levofloxacino, moxifloxacino y ozenoxacino (CMlg, de 0,5, 2, 4y 8
mg/L, respectivamente). Tigeciclina y ceftriaxona han presentado, unas CMI una o dos diluciones por
debajo de sus méximos testados (CMlgy de 16 y 64 mg/L), lo que indica una falta de actividad
clara.Ninguno de los productos testados ha demostrado actividad frente a las cepas de P. aeruginosa
no sensibles a ciprofloxacino (28%) (CMI igual o superior a 2 mg/L).

Las cepas de Salmonella spp testadas han sido todas extremadamente sensibles a ciprofloxacino (el
100% con las CMI por debajo del limite de concentraciéon evaluado de 0,015 mg/L), y, también han
presentado muy buena actividad levofloxacino, moxifloxacino, ozenoxacino y ceftriaxona (CMlgy de
0,06, 0,12, 0,12 y 0,13 mg/L, respectivamente). Tigeciclina y amoxicilina con ac.clavulanico (CMlgy, de
2y 8,8 mg/L, y rangos de 0,12-4 y 1-32 mg/L) han sido moderadamente activos, y cinco cepas han
presentado resistencia a amoxicilina sola (CMlgy de 64 mg/L, y rango de 1-=64 mg/L) y linezolid,
daptomicina y claritromicina han sido inactivos.

Las cepas de Shigella spp evaluadas ha sido todas extremadamente sensibles a ciprofloxacino y
levofloxacino (el 100% con las CMI por debajo del limite de concentracién evaluado de 0,015 mg/L), y
también han presentado excelente actividad ozenoxacino y moxifloxacino (CMlgy de 0,03 mg/L y
rangos de 0,008-0,03 y <0,015-0,03 mg/L, respectivamente).
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Capitulo lll. Perfil de actividad antimicrobiana (CMI)
Apartado IIl.2. RESULTADOS

La actividad obtenida por ozenoxacino ha sido excelente, en todos los casos, del mismo nivel que la
de las otras quinolonas y ceftriaxona para H.influenzae, y como minimo, entre uno y dos 6rdenes de
magnitud mas potente que las quinolonas y tigeciclina frente a M.catarrhalis y las dos especies del
género Neisseria evaluadas.

Las 70 cepas de H.influenzae se han subdividido en: 20 H.influenzae no tipables, 24 H.influenzae
beta-lactamasa negativas y 21 H.influenzae beta-lactamasa positivas. Como se observa en la tabla
I11.37, con los resultados detallados por subgrupos, solo amoxicilina ha perdido, l6gicamente,
actividad en las cepas beta-lactamasas positivas, el resto de compuestos han mantenido las mismas
CMI en los tres tipos de cepas. Ozenoxacino ha sido el producto més activo, junto a levofloxacino,
ceftriaxona, ciprofloxacino y moxifloxacino (CMlgo. 0,015 mg/L). Las CMI de ozenoxacino han sido tan
bajas como 0,002 mg/L, con una CMlg de sélo 0,015 mg/L y un rango de 0,008-0,015 mg/L,
Amoxicilina con ac.clavulanico, ha demostrado moderada actividad (CMlgg 1 mg/L) mientras que
amoxicilina sola, claritromicina, linezolid y daptomicina no han presentado actividad frente a estas
cepas (CMilgg entre 16-128 mg/L).

Frente a las cepas de Moraxella catarrhalis, ozenoxacino ha sido el antibiético con mayor actividad
(CMilg 0,008 mg/L y rango <0,0005-0,015), separado de ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino,
tigeciclina y claritromicina (CMlgy entre 0,03 y 0,06 mg/L y rangos entre <0,015 y 0,25 mg/L), que le
siguen a continuacién. Amoxicilina con ac.clavuldnico y ceftriaxona ha obtenido unas CMlgg
intermedias (0,25 y 1 mg/L), mientras que los productos con menor actividad han sido linezolid,
amoxicilina y daptomicina (CMlgy de 4, 8 y 16 mg/L). Al dividir las cepas entre beta-lactamasa
negativas (18) y positivas (25), se observa que la actividad de ozenoxacino y de la mayoria de
compuestos no se ha visto afectada. En las cepas beta-lactamasa positivas amoxicilina ha perdido
actividad, como era de esperar, ha pasado de CMlg, 0,06 a 16 mg/L y se han mantenido con buena
actividad amoxicilina con clavulanico, aunque ha doblado su CMIlg (de 0,06 a 0,25 mg/L), y
ceftriaxona, que ha perdido un orden de magnitud (CMlgode 0,12 a 1,6 mg/L).

Frente a Neisseria gonorrhoeae, ozenoxacino ha sido el producto con mayor actividad (CMlg, 0,008
mg/L y rango <0,0005-0,12 mg/L), aunque para ceftriaxona, ciprofloxacino y levofloxacino, entre el 95-
100% de las cepas, han indicado valores por debajo del limite inferior evaluado, por lo que,
especialmente para las cepas beta-lactamasa negativas, no se ha podido definir una CMlgq exacta, y
esta su actividad Infra-estimada. Ozenoxacino ha sido ocho veces mejor que moxifloxacino para las
beta-lactamasa positivas. Menor actividad han presentado linezolid, amoxicilina con ac.clavulanico y
claritromicina, seguidos de amoxicilina sola (CMlg, 16 mg/L), y finalmente, daptomicina, que no ha
presentado actividad frente a N. gonorrheae. Frente a las siete cepas de N.gonorrhoeae beta-
lactamasa positivas, aparte de haber perdido amoxicilina sin &c.clavulanico su actividad, ha
empeorado significativamente la de ciprofloxacino y levofloxacino (CMlg, de <0,03 a 6,48 mg/L).

Frente a las cepas de N. meningitidis, ozenoxacino ha sido el compuesto mas potente, con las CMI
mas bajas (CMlg, 0,002 mg/L y rango <0,0005-0,008 mg/L) aunque los compuestos que le siguen,
ceftriaxona y las tres fluoroquinolonas (CMlg, entre 0,015 y 0,03 mg/L y rangos <0,015-0,06 mg/L),
han sido Infra-valoradas ya que no se ha podido determinar la CMI de muchas cepas por estar debajo
del limite inferior. Se consideran aproximadamente equivalentes en un rango de actividad excelente
frente a este microorganismo. Con una actividad intermedia les siguen tigeciclina, amoxicilina (con y
sin Ac.clavulanico) y claritromicina (CMlg, de 0,12 mg/L y 0,25 mg/L claritromicina y, rangos entre
0,015y 1 mg/L), y finalmente, sin actividad, linezolid y daptomicina (CMlg, de 8 y 128 mg/L).

182



€8T

BUI|191990! | e
OUIOEXO| IXO e
PIOZAUIT cms
OUIOBXO| JONDT coms
OUIOBXOUDZ() coms
BUIDIW 010 ([ e
BUIDIWOIIE]D cmmmm
0UI9eX 0| 401 01D s
BUOXeU18D
N[O + XOWY s
BUI|IDIXOWY e

(bw) 1Ino s s o o o o
o o o o < . . . . &
O IR T S S HN- S O M R R S S o
L L n n L . L L L L n n n n L L L 0 m.
=
5
r0C o
]
QD
2
- oF 3
=5
2
09 <
o))
(@)
=
- 08 S
(@)
D
©
r 00T @
(%]
(e-IN3 o1pn1s3) 0/=N aezuanjjul snjiydowsaeH LS°11l einBi4

EPEJISOW UQIDBIIUSOUOD Z [ND Uu0d sedad aknjou| I

BpEJ)SOW UQIDBIJUSOUOD S [IND U0D sedad aAnjoul _ _

sepe]sal OU sauoldeuaduod

00 00 0'0 | 00| 8§ T'9¢ | €6 | 88T | 00 00 eul]212ab61]
00 00 00 | 00| ST 00 00 S'T €'l €'0¢ OUIJBXO[}IXON
0'8S | 2'9g 0'0 | 0'0] 00 00 00 00 00 00 pijozaul
00 00 0'0 | 0'0] 00 00 ST S'T ST 6'C OUIJBXO0|}0AdT
00 00 00 [ 00| 0 00 G'T 00 00 ST oulIoexouazo
00 00 0'0 | 0'0] 00 00 00 00 00 00 eulolwoldeq
8'S g6y | Gev | ST | 00 0'0 0'0 0'0 0'0 0'0 euldIwonIeD
00 00 0'0 | 0'0] 00 ST 00 00 6'C 00 ouloexo|joidiy
00 00 0'0 | 00| 0 0'0 S'T 0'0 S'T S'T euoxela)
00 00 'y v'v | G2 Sty €0z 00 00 00 AR|D + XOoWY
6'C 6'C ST | 86| v'v 6'T€ | 6'ST G'T 0'0 0'0 BUIIDIXOWY
9T 8 14 Z T 50 G2'0 | ¢T'0 | 90'0 | €0°0 S000'0 S021101q1IUY
(7/6w) ND uod sope|sie ap alejuaaiod 4
‘gezuan|jul snjiydowseH 0/ e aiual) saloperedwod A ouldexousazo eled [AND Se| 8p ugionquisid 8¢l B|geL

SOQvLINS3Y 2’1l opeyedy

(IWD) BUEIGOIDIWNLE PEPIANDE 3D [I}1ad "Il O|n)deD




8T

"PePIAIOER JoUSW B)urISeq U0d soisandwod ap o1sal |9 A (SeAnisod eseweloe)
-e19( ou sedad Se| B 8lUal) 0|0S) PepIANOR BPRISPOW U0D “euljidIXoWwe ‘SOANJE sew solsandwod onend solse aluswelre|d ueredas as seinbly se| ug

“(28'm
B|qe]) BpRISa] UQIoe)juaduod ewiujw ns ap ofeqap Jod |ND U0d ‘ouloexopxow A ouloexopyoidid ‘euoxenad ‘ouloexopoAs| e ounl ‘oanoe sew ojonpoud
[ OpIS BY OUIDBXOUSZO ‘Sepelsal aezuan|jui'y ap sedad 0/ se| e auall ‘85111 A 2G'111 sednbiy se| ua A gE°|II Se|gel Se| Ud BAISSO 89S owod A [el

(/6w) IND
@ © o s Y 2 N g0 O O o0 30 00 00 00 400 @0 uuo°
2UI010961L m 1 g T ¥ v — — °
OUIDeXO|JIXON O ™ — — — ] or
piozaurim — I I o
ouloexoljonal o —] og <
[=)
ouloexouazo @ — ov mw
u ko]
euplwoidegm L + 0S &
euplwonle|D m [ 09
d
ouroexopjoidiD m [ ] L 02
euoxeuyaD O
— r 08
AR|D + XOWY m __
[ ] | 06
eulIDIXOWY @
- 00T
(e-W3 oipmis3) 0/=N SezuanjjuisnjiydowaeH 8G'lll NG

SOAav.LINS3Y “Z'lil opewedy
(IWD) BUEIGOIDIWNLE PEPIANDE 3D [I}1ad "Il O|n)deD



G8T

BUI91096] | e |

(7Bw) InD

OUIOEXO| }IXO N e
PI[OZUIT e
OUIDBXO| JONDT s
OUI9EXOUDZQ) wme
BUIDIW 01dE (] e
RUIDIWOSIIE]D e
0UI9BX0[}0IAID) ws
BUOXEL}D
AD + XOWY e

BUI[IDIXOWY e

g

0 &
w

s
0 =
3

8
o <
3

=

)
09 =
Q

(@]
08 =
RS
OOH%
©

QO

(7]
6511l eanbi14

(-N3 o1pn1S3) 0G=N S![eyJlrered e|jaxelop

EpeJISOW UQIOBIUSIUOI Z |ND Uod sedad aAnjou|

EPEJISOW UQIDBIUSIUOID S ||\ Uod sedad aknjou| _

Sepe}sal Ou sauoldeljusduo)d

00 00 00 00 00 00 0'c 0'c 0'8. 08T 00 0'0 ETTTRLSELTE
00 00 00 00 00 00 00 0'v 026 0'v UI0eXO[JIXON
00 09 0'v6 00 00 00 00 00 00 00 pijozaul
00 00 00 00 00 00 00 00 0'08 0'vT ul1oex0|[J0AaT
00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 uloexouazo
0'9¢ 0've 002 0'v 00 00 00 00 00 00 uloAwoldeq
00 00 00 00 00 | 00| 00 08 | O'vv | 08y urnAwolyiied
00 00 00 00 00 00 00 00 08 0'v. uloexojyoidin
00 00 0'0 0'9 0'cz | 09 0'8 0'v 0'0T 0'9 auoxelad
00 00 00 00 00 00 | 0'0E 0'8 0'CT 0'vT AR|D 4+ XOWY
0'0T 0'0¢ 0'0T 0'0T 0'0 0'0 0'0 0'c 0'0T 0'c ulI91Xowy
9T 8 14 @ T S0 | SC0 ¢T0 900 €00 S000°0 $091101qNUY
7/6w) [AD uod sope|sie ap alejuadlod 7
‘Sleyliered e||axelo\ 0G e a1ual) saioperedwod A ouioexouazo eled [N ap SOIep SO| ap uoidonguisig 6S’1ll Bl L

SOAav.LINS3Y “Z'lil opewedy
(IWD) BUEIGOIDIWNLE PEPIANDE 3D [I}1ad "Il O|n)deD




981

euloiwoldep A euljoixowe
‘plj0Zaul| OPIS UeY PEpPIAIIOR JOUSW U0I S0}oNnpoid SO "epeisal UgIdrIIuadu0d BWIUIW B] B SaJ0lajul ueld anb eA ‘sedad seunbje ered ||ND e| Jeulwlalap
opipod ey 8s ou S8end So| e a1ual) ‘euldiwoLe[d A euljo19abi] ‘ouloexopjIXow ‘0uldeX0}j0Al] ‘ouloexojjoldid ap opinbas ‘pepiAide JoAew u0d 0dngIgRue
[© OpIS BY 0uloeXx0ouazo anb BAIaSqo as 09°ll A 65°11 sednbiy A 6111 A 2E7111 Se|gel Se| U BAISSO 89S 0WO0I ‘sijeyliered e|joxelo ap sedad se| e ajuald

(/6w) IND
A T R v 2 v G0 @0 0 80 g0 g0 G0 0 g0 |0 geo®
, L A _ T,
OUIDEXO|}IXON O = _._ — ot
plozaur m i P oe
ouloexofjons o [0} <
(=)
ouloexouazo @ ov mw
o
euplwoidegm + 0S &
euplwonle|D m — 09
: _
ouloexopoldiD m | L o2
ruoxeuyad O
r 08
Ae|D + XOoWY m
| 06
BUIIDIXOWY B
00T
(e-W3 o1pn1s3) 0G=N Slleylieied e|loxelon 09°111 BInbi4

SOAav.LINS3Y “Z'lil opewedy
(IWD) BUEIGOIDIWNLE PEPIANDE 3D [I}1ad "Il O|n)deD



18T

(/6w) IND

U019 | e
OUIDEXO| JIXO N e
P1[OZBUIT e
OUIDRXO0|JONDT comn
OUIDRXOUDZQ) e
BUIDIW01dE ( e
BUIDIWOIILE|D cmmm
0UI19eX0]}0IAID) s
BUOXELDD
Ne[D + XOW Y/ s

BUIIDIXO WY e

(e-IN3 o1pn1S3) 0Z=N 9eayliouob ellassiaN

0c

ov

09

seda)d 9 [ND BAIRINWNOE UOIdNQLISIA

o
o
—

191l eINBI4

EPEJISOW UQIDBIIUSOUOD Z [ND Uu0d sedad aknjou| m

EPEJISOW UQIDBIIUSOUOD S |ND uod sedad aknjoul

0'0 0'0 |00 f o0 0's 0'GT | 0'sg

00 0'0_| 0's | 00 00 00 00

00 0's | 0's | 00 0°'GL | 0'0T 0'G

0's 0'0 |00 o0 0'0 00 0'0

00 0'0_| 00| 00 00 00 00

00 0'0_| 00| 00 00 00 00

0‘0 0'0T | 00| 0 0's 0'sS | 0'stT

0's 0'0 |00 f 00 0'0 00 0'0

00 0'0_| 00| 00 00 00 00

ose [ 0s | 0%

00 | 05z | o0z

00 | 00 | 00

00 | 00 | o0s6

o6 | 00 | o6 | _o'0T | ooy | 0'ST ]| 0'ST [ 00T |
00 | 00 [ 00

00 | 05 | 0%

00 | 00 | 0%6

00 | 00 | oooT

sepe]sal OU sauoldeuaduod

eul010abi1

OUIJBXO|}IXON

pI[0ZaulT

OUIJBXO0|J0ADT

ouloeX0UazZQ

eulolwoldeq

ruUIDIWONLR|D

ouroexojoldid

ENCINTER)

00 00 0‘0 | o'oT 0's 0‘ov 0'0C 00 0'sz 00 AR|D + XOWY
00T 0'0T | 00 0'S 0'S 002 0'ST 0'S 002 0'S eul[IoIXoWY
9T 8 14 @ T S0 GC0 [4%0) 900 €00 S000°0 $091101qNUY

(7/6w) ND uod sope|sie ap alejuadiod
‘aeaoyJliouob el1assiaN 0g e a1ual) satopetedwod A ouloexouazo eled [|ND 9P SOIep SO| ap uglanquisig ov’Ill elgel

SOAav.LINS3Y “Z'lil opewedy
(IWD) BUEIGOIDIWNLE PEPIANDE 3D [I}1ad "Il O|n)deD




88T

'soonoIgiue ap elioAew el ered openeAs ey as anb uQIoRUSIUOD
ewiulw | sa /6w £0‘0 anb repioday -swsweandadsal ‘76w 900 A €005 ‘€0°0S 9P ouloexopixow A ouioexojons] ‘ouloexopjoidio ap se| A /6w
8 9p opIs ey eUIDIWOLIRD 3p A pljozaull ap |IND €| anb se| esed vdad eun e ‘usiquel A ‘ajusweAndadsal “1/Bw 9T A ¢ ‘ZT‘0 9p OpIS Uy OUIDBXO[JO0AI)
A oulgexojjixow ‘ouioexousazo ap |AND se| anb e] ered ‘(7/6w g‘0 e Jouadns au02 ap oundauloddealq /6w 9T ap D) epeloalsp ouloexojjoldio
® 9jualsisal edad ealun B] e uspuodsallod ouloexouazo esed /6w ZT'0 A €00 9P IIND U0 Z9'|ll 'inbBly ] ud uealasqo as anb sedad sop seT

euloiwoldep ‘eluswieul)
A ‘(7/Bw 9T %A D) el0S euljioIXowe ap sopinBas ‘euldiwolllied A 031URINARID 0B UOD RUIIDIXOWE ‘PIj0Zaul] OPIS Uey pPepIAloR Jousw uod sonpold soT

‘open|ens Jouajul
auwy| |ap ofeqgap Jod salojen opeaipul uey ‘sedad se| ap %00T-S6 |2 241Ud ‘ouIdexo}jons| A ouroexojjoidid “euoxelyad ered anbune ‘29’||| A 9|1 seInbly
se| ua A Op'IIl ‘L1l Se|gel Se| ud Jealasqo apand as owod ‘pepiAnde Jokew uod 01onpold [ opIs BY ouidexouszo ‘eaoyllouoh elassIaN e aluaid

(/Bw) IND
@ R T o v 2 v G0 @0 0 g0 g0 OO0 o0 GO0 400 (0  guo®
i L L L Il Il L L L L L L L L o
eulabIL @ T I -= | — == | | __ =
OUIDBXO|JIXON O — — | = 01
piozaum — — r 0¢C
0OUIOBXO|}0Nd —] [0}
! JoAdT1 0 — ] X
ouloexouazo @ — ov mw
ko)
euplwoidegm L + 0S &
eupIWONLCD W [ 09
d
ouioexofjoidiD m [ ] L o)
euoxeued 0
— - 08
AB|D + XOWY m __
— 06
euljDIXOWY @ v L
> 00T
(g-IW3 o1pn1s3) 0g=N deayllouobelassiaN 29Il eanbi4

SOAav.LINS3Y “Z'lil opewedy
(IWD) BUEIGOIDIWNLE PEPIANDE 3D [I}1ad "Il O|n)deD



68T

(/Bw) IND .
Q Q Q Q Q X
B L T NP PO P owuoo
L L L 1 1 1 n n n 1 1 I I I 1 & 1 1 1 O

=)

IR ET [ — &

Foe =

OUIDEXO|J1XO | e g

PI|OZOUI T s o

S5

OUIORXO| JOND T e Loy 8

OUIZEXOUDZ() e 5

RUIDIWO) (] am— W

BUIDIWOLIE|D e L 09 =

0UI2eXO0[J01d1D) s m

BUOXELIIOD F08 2

NE[D + XOUIY/ e 0

BUI[IO1XOLUY/ e 2

- 00T ©

(€-W3 01pnIs3) 0z=N SIpHIBUIUBW eLIBSSIBN €9'll enbig

BpeJSOW UQIOBUSOUOD = [N U02 sedad aknjou| m Bpe.JISOW UOIoBIIUSUOD S | U0d sedsd aAnjou) _ SEpER1Sa) OU SBUOIJRIIUSIU0D)

00 00 00 0'0 [ 0'0 | 00 0's 0‘0¢ 0'sE 0'02 0's 0's 00 eUI[2109611
00 00 0'0 | 0'0]00] 00| 00 00 0'S 0'GT OUIDeXO[JIXON
00 0S8 0'ST | 0'0 | 0'0 | 00 00 00 00 00 p1jozaui

0'0 00 0'0 00 | 0'0 | 00 00 00 00 0‘0¢ 0UIJ0eXO0|JOAdT

00 00 0'0 [ 00| 00|00 00 00 00 00 ouloexouazQ

00T 0‘S 0'0 | 00]00]00]| 00 00 00 00 eulniwoldeq

0'0 00 0'0 00 | 05| 00| OsT 00 0'Ge 0'GS euldlwoJe|d

0'0 00 0'0 00 | 0'0 | 00 00 00 0'G 002 outoexofjoidin

00 00 00 0'0 | 00 | 00 0'0 0'0 0'S 0'0 e

0'0 00 0'0 00 | 0'0 | 0'0 | oOT 0'S 0'Ge 002 AR|D + XOWY

0'0 00 0'0 00 | 0'0 | 0'0 | o'0T 0'S 002 0'GE eul[IoIxowy

9T 8 ¥ [4 T [s0] s¢0o [ 2T'0 | 90'0 | €0'0 S000'0 S09101gNUY
(7/6w) WD uo9d sope|sie ap alejuadiod A
sipnibuluaw elI8SSIaN 0g & 91uaJ) salopeledwod A ouldexouazo elred |ND Se| 8p uglongliisia Tl elgel

SOAav.LINS3Y “Z'lil opewedy
(IWD) BUEIGOIDIWNLE PEPIANDE 3D [I}1ad "Il O|n)deD



06T

“(/6w 82T A 8 8p %6|ND) eurdlwoldep A pijozaul|
‘pepiaoe uls ‘auawreul ‘A salouadns salojen uejuasald euiwoned A (0d1uginAR|ooR uls A Uuod) euljoixowe ‘euld10abil (TNl elgel) 1/6w §T0'0
ap oleqap Jod pepianoe ns sjuaweloexs Jeulwalap opipod ey as ou anb se| e ajual) ‘seuojouinbolon)} saJl se| A euoxeLad e Jejiwis Anw ‘y9°[11 A €9°111
seinBiy se| ua A Ty 111 ‘ZE111 Se|gel Se| Ud BAI9SgO @S 0wo9 A [e) ‘alualod sew 0)sandwod |2 opIs BY ouloexouazo ‘sipnibuiuaw "N ap sedad se| e ajuaiH

(/Bw) 1InD
A T R v 2 v G0 @0 0 80 g0 g0 G0 0 g0 |0 geo®
eulPaBIL m = U T U ——_ U | | °
OUIOBXOIXON O 1 - — >
plozeur m — i P oe
ouloexojjonao —] (014
! 1JOAS7 - _._ L
ouloexouazo @ ov mw
o
euplwoidegm + 0S &
euplwonle|D m 09
d
ouroexopoidiD m L o2
euoxeuyaD O
r 08
AB|D + XOWY m __
06
eUIIDIXOWY @ U
- 00T
(e-W3 oipmis3) 02=N sipnbuluswelsssiaN 7911l BAINBI4

SOAav.LINS3Y “Z'lil opewedy
(IWD) BUEIGOIDIWNLE PEPIANDE 3D [I}1ad "Il O|n)deD



T6T

79<-1 2-S¢T'0 4 90'0-€0°0> 2-G2'0 ¢T ¥9<-¢€ 2-S'0 ce-¢ 79<-¥ ¥9<-9T  obuey (o1)
79 4 4 90'0 [ 4 79 Z [4> 79 ¥9 08IIND S[193IP "ID
1-62'0 2-S2T'0 1al" G'0-90°0 ZT'0-GT0'0  2T'0-€0'0> 2-€0'0> ZT'0-€0'0> G'0-G2'0 G'0-G2'0 G'0-G2'0 obuey (o)
T z z g0 ST0°0 ZT'o z 90'0 g0 G2'0 S0 Ny | susbulipiad |
8-G2'0 8¢T< ¥-C 8-G2'0 T-GT0°0 91-2T'0 ¥9<-G°0 79<-¢ 8-¢T'0 2e-62'0 ze-¢ obuey (02)
4 8¢l 14 T Zt'o 9T 9 9 4 14 9T 08IIND si|ibesy g
ze-€0'0s 8¢T< 8 ZT'0-€0°'0s  800°0-200°0 €005 G2'0-2T'0 €005 G§'0-¢T'0  T-S2°0 T-2T'0  obuey ©)
ze 82T 8 2ZT'o 800'0 €0'0 2T'o €0'0 s'0 T 1 cmmw,_m 110jAd "H
7-€0°'0s  8¢1=-ST0'0 8-T ZCT'0-ST0'0 S2T'0-800°0 5'0-90°0 9=-T G'0-90°0 T-¢T°0 2-52'0 2-S'0 obuey (02)
§2T'0 z z S2T'0 90'0 S0 92 S0 g'0 T T os|ND | Seuaboihoouow ]
V10 dvd ZN1 olL NzO NTOONY 430 XONY XOW AT diO
(/6w) obuey A %B|ND soan0IqHIUY () souisiireBio
‘dds wnipiiso|D A sijibel) sapiolaloeg ‘110jAd 1910eq02I19H ‘sauabolAoouow elId1sIT / €-INT 0IpNIST gl Blqel

"9IIDIYIP winipulsol) A suabuupiad wnipLisolD owod soAnisod-wels A ‘sijibel) saplolaloeg ‘soAnebau-wels) ‘soiqoiaeue so| A ‘LIojAd Ja10eqoaljeH ‘soanelbau-wels
‘sauaboifoouow eldls|] ‘soAlSod-welo ‘soigqolae So| ajual) SoAlresedwod sodngiginue zalp so| A ouioexouazo ered obuel |9 A 06)|AD se| ueyuasald as zi'|l| e|gel el ug

SOAav.LINS3Y “Z'lil opewedy
(IWD) BUEIGOIDIWNLE PEPIANDE 3D [I}1ad "Il O|n)deD



Capitulo lll. Perfil de actividad antimicrobiana (CMI)
Apartado IIl.2. RESULTADOS

De manera global, se observa que ozenoxacino ha presentado muy buena actividad frente a H. pylori,
L.monocytogenes y B. fragilis. Por otro lado, ozenoxacino ha mostrado una excelente actividad frente
a C. perfringens, mientras que ésta ha disminuido frente a las cepas testadas de C.difficile que han
sido, a su vez, resistentes a las quinolonas y al resto de antibidticos, excepto a tigeciclina. Respecto
al resto de compuestos, linezolid, daptomicina y claritromicina no han presentado actividad frente a
las especies Gram-negativas y, han habido muchas cepas resistentes a amoxicilina (sola o con
ac.clavulanico) y a ceftriaxona.

Los productos mas activos frente a L.monocytogenes son ozenoxacino Y tigeciclina, con CMlg, de
0,06 y 0,125 mg/L, respectivamente, con unos rangos muy estrechos de actividad, seguidos de
claritromicina con CMlgy similar y rango mayor (<0,03-4m/L). El resto de productos han presentado
unas CMilg entre 0,5-2 mg/L, excepto ceftriaxona, el antibidtico con menor actividad, con una CMlg
de =264 mg/L. Ozenoxacino ha sido dieciséis veces mas activo que ciprofloxacino y levofloxacino, y
ocho veces mas activo que moxifloxacino.

Ozenoxacino ha sido el producto mas activo frente a las 5 cepas de H. pylori testadas (rango 0,002-
0,008 mg/L). Para amoxicilina, con y sin 4c.clavulanico, todos los valores eran inferiores al limite
minimo testado (rango <0,03 mg/L), y los productos que les siguen son tigeciclina y ceftriaxona
(rangos <0,03-0,12 y 0,12-0,25 mg/L), moxifloxacino, ciprofloxacino y levofloxacino (rangos 0,12-0,5,
0,12-1 y 0,12-1 mg/L; respectivamente) y, finalmente, linezolid y daptomicina (rango 8 y 2128 mg/L).
Claritromicina ha presentado una muy buena actividad, igual que amoxicilina, frente a 4 de las cepas
(rango <0,03 mg/L), aunque se ha detectado una cepa que presenta resistencia a claritromicina (CMI
32 mg/L). Ozenoxacino ha demostrado mayor actividad que el resto de fluoroquinolonas (cien veces
mayor actividad que ciprofloxacino y levofloxacino, y sesenta y cuatro veces mejor que
moxifloxacino), hecho que no habia ocurrido en las otras especies.

Ozenoxacino ha presentado una actividad significativamente mayor que el resto de compuestos
frente a B. fragilis, con las CMI méas bajas (CMlgy 0,12 mg/L y rango 0,015-1 mg/L). Los compuestos
que le siguen han obtenido CMI diez veces mas altas: tigeciclina, moxifloxacino y claritromicina
(CMIg 1, 2 y 2 mg/L y rangos de 0,12 a 8 mg/L). La CMIg, para levofloxacino y linezolid ha sido de
4mg/L, y la del resto de antibioticos con valores de 16 mg/L, ciprofloxacino y amoxicilina con
ac.clavulanico, de 64 mg/L, amoxicilina y ceftriaxona, y daptomicina con 128 mg/L daptomicina no
han resultado ser activos frente a estas cepas. La diferencia entre las quinolonas ha sido a favor de
ozenoxacino, a pesar de ser bacterias gram-negativas, siendo unas cien veces mejor que
ciprofloxacino y levofloxacino, y dieciséis que moxifloxacino.

Frente a las cepas testadas de C.difficile, tigeciclina es el compuesto que ha presentado mejor
actividad (CMlg, 0,06 mg/L y rango <0,03-0,06 mg/L). Con menor actividad le han seguido
daptomicina, ozenoxacino, amoxicilina sola y con ac.clavulanico y linezolid (CMlgy 2 mg/L y rangos
entre <0,03-4 mg/L). No han presentado actividad, con unas CMlg muy elevadas, ceftriaxona,
ciprofloxacino, levofloxacino y claritromicina (64 mg/L) y moxifloxacino (32 mg/L). Ozenoxacino ha
demostrado poseer una relevante mejor actividad que el resto de fluoroquinolonas, con, al menos,
treinta y dos veces menor CMI que levofloxacino y ciprofloxacino, y dieciséis veces menos que la de
moxifloxacino, frente a estas cepas.

Las cepas de C. perfringens son todas mas sensibles a los antibioticos testados. Ozenoxacino es el
antibiético con mayor actividad (CMlg 0,015 mg/L, rango 0,015-0,12 mg/L), seguido de amoxicilina
sola y con &c.clavulanico (CMlgy, 0,06 y 0,012 mg/L, rango <0,03-0,12 mg/L), de levofloxacino,
tigeciclina, moxifloxacino y ciprofloxacino (CMlgy, de 0,25y 0,5 mg/L, rangos entre 0,06-0,5 mg/L), de
claritromicina, ceftriaxona, daptomicina y linezolid (CMlgy de 2 mg/L y rangos entre <0,03-4 mg/L).
Ozenoxacino posee una actividad dieciséis veces mejor que la de levofloxacino.
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I11.2.4. Resultados del Estudio EM-4

Tabla 111.48: Resumen de las CMI para ozenoxacino, levofloxacino o rifampicina frente a patégenos
atipicos.

Tabla 111.48. Actividad de ozenoxacino y comparadores, frente a patégenos atipicos
. S CMI (mg/L)
Patdgenos (N) Antibiéticos 50% 90% Rango
. Ozenoxacino - <0,06 <0,06
C. trachomatis (14) Levofloxacino - 0,12 0,12 -0,25
C. pneumoniae (5) Ozenoxaci_no - 0,015 0,015
Levofloxacino - 0,5 0,5
M. pneumoniae (20) Ozenoxacilno 0,06 0,06 0,06 — 0,25
Levofloxacino 0,5 1 0,25-4
M. hominis (27) Ozenoxaci_no 0,03 0,12 0,03-0,12
Levofloxacino 0,25 0,5 0,06 -2
U. urealyticum (20) Ozenoxacilno 0,06 0,12 0,015-10,25
Levofloxacino 0,5 1 05-2
. Ozenoxacino - 0,25 0,12-0,5
M. tuberculosis (12) Rifampicina - 05 0.06 =2
L. pneumophila (26) Ozenoxaci_no 0,001 0,001 <0,0005 - 0,002
Levofloxacino 0,008 0,008 0,004 — 0,008

En la tabla 111.48, con el resumen de los resultados para los patégenos atipicos, se puede
observar que ozenoxacino posee buena actividad frente a todas las cepas de las siete especies
estudiadas, siempre en unos rangos muy estrechos y por debajo de 0,25 mg/L. Se ha utilizado
como comparativo levofloxacino para Chlamydia spp., Mycoplasma spp, Ureaplasma spp. y
Legionella spp., y rifampicina para Mycoplasma pneumoniae. Las CMI de ozenoxacino son
siempre méas bajas que las de levofloxacino y rifampicina, entre 10 y 100 veces, excepto para
Mycoplasma hominis y Mycobacterium tuberculosis, que son de una y dos diluciones,
respectivamente.

Figura 111.75: Actividad de ozenoxacino y levofloxacino frente a 14 cepas de Chlamydia trachomatis

C.trachomatis N=14 (Estudio EM-4)
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Ozenoxacino ha sido mas activo que levofloxacino frente a todas las cepas, aunque no se han
establecido los end-points de las CMI de ozenoxacino frente a C. trachomatis, porque la
minima concentracion evaluada ha sido de 0,06 mg/L vy, todos los valores de CMI han resultado
ser inferiores a este valor.
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Figura 111.76: Actividad de ozenoxacino y levofloxacino frente a 5 cepas de Chlamydophila pneumoniae.

C.pneumonia N=5 (Estudio EM-4)
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Al investigar con C. pneumoniae, se utilizé un rango inferior de concentraciones con el que se
han obtenido unas CMI de 0,015 mg/L frente a las 5 cepas. Este nivel de actividad ha sido 30
veces mejor que el de levofloxacino para las mismas cepas.

Figura 111.77: Actividad de ozenoxacino y levofloxacino frente a 20 Mycoplasma pneumoniae.
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Figura 111.78: Actividad de ozenoxacino y levofloxacino frente a 27 Mycoplasma hominis.

M. hominis N=27 (Estudio EM-4)
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Las cepas de las dos especies de Mycoplasma spp. han sido mas sensibles a ozenoxacino
que a levofloxacino, M. hominis con de CMlgg de 0,12 mg/L mientras que para M. pneumoniae

ha sido de 0,06 mg/L.

Figura 111.79: Actividad de ozenoxacino y levofloxacino frente a 20 Ureaplasma urealyticum

U. urealyticum N=20 (Estudio EM-4)
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Ozenoxacino ha sido mas potente frente a U. urealyticum que levofloxacino (CMlg, de 0,12 y 1
mg/L, respectivamente).
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Figura 111.80: Actividad de ozenoxacino y levofloxacino frente a 26 Legionella pneumophila.
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Ambas quinolonas han sido muy activas frente a L. pneumophila y, de nuevo, ozenoxacino ha
sido més potente con CMI tan bajas como <0,0005 mg/L.

Figura 111.81: Actividad de ozenoxacino y rifampicina frente a 12 Mycobacterium tuberculosis.
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Tabla 111.49: Actividad de ozenoxacino y rifampicina frente a 12 cepas de Mycobacterium tuberculosis.

Tabla 111.49. Actividad de ozenoxacino y rifampicina frente a cepas de
Mycobacterium tuberculosis.
Cepas (ID) CM' (mg(L) —
ozenoxacino rlfamplcma
M. tuberculosis (Mt-ID-1) 0,25 0,12
M. tuberculosis (resistente a rifampicina) (Mt-1D-2) 0,25 2
M. tuberculosis (Mt-1D-3) 0,25 0,06
M. tuberculosis (Mt-ID-4) 0,25 0,5
M. tuberculosis (Mt-ID-5) 0,25 0,25
M. tuberculosis (resistente a isoniazida) (Mt-1D-6) 0,25 0,5
M. tuberculosis (Mt-1D-7) 0,25 0,25
M. tuberculosis (Mt-1D-8) 0,25 0,12
M. tuberculosis (resistente a estreptomicina y isoniazida) 05 0.25
(Mt-ID-9) ' '

M. tuberculosis (Mt-ID-10) 0,5 0,25
M. tuberculosis (Mt-ID-11) 0,12 0,06
M. tuberculosis (Mt-ID-12) 0,12 0,06

En la tabla 111.81 se puede observar que ozenoxacino posee una buena actividad frente a M.
tuberculosis, y que ésta no se ve afectada en cepas con resistencia a rifampicina, isoniazida o
estreptomicina.

La actividad de ozenoxacino frente a M. tuberculosis fue comparable a la de rifampicina, como
se observa en la figura 111.81 y en la tabla 111.49, con los datos individuales.

11.2.5. Resultados comparativos actividad de ozenoxacino entre las cepas de patégenos
Gram-positivos de infecciones de piel de los estudios EM-1, EM-2 y EM-3.

Se muestran en la figura 111.82, los datos de actividad de ozenoxacino frente a las cepas de S.
aureus, S. epidermidis y S. pyogenes de los diferentes estudios, aisladas entre 2001 y 2006.
Las cepas se subdividen en sensibles o resistentes a meticilina, y/o en sensibles y resistentes a
ciprofloxacino, en funcién de la informacién disponible.
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En la figura 111.82, con los datos de los tres primeros estudios, se puede observar, para las cepas de
S. aureus, S. epidermidis y S. pyogenes, especies patdgenas y comensales mas comunes en SSSils,
que los valores de CMIlg, de ozenoxacino son mas altos en aquellas cepas resistentes a
ciprofloxacino; aun asi, los valores maximos no sobrepasan 1 mg/L, 1,6 mg/L y 0,5 mg/L,
respectivamente, para ninguno de los grupos de cepas.

Las cepas sensibles a ciprofloxacino, poseen una CMlg para ozenoxacino muy baja,
independientemente de si son sensibles o resistentes a meticilina. El maximo valor para S. aureus y
S. epidermidis es de 0,008 mg/L y para S. pyogenes de 0,036 mg/L.

La CMlIgq para ozenoxacino en las cepas resistentes a ciprofloxacino y meticilina es, también, superior
a la de las cepas resistentes a ciprofloxacino y sensibles a meticilina. Para las cepas de S. aureus y
S. epidermidis resistentes a meticilina y ciprofloxacino, se puede observar que las cepas del tercer
estudio poseen valores superiores (x10-x20) a los de los dos primeros estudios, en el tercer estudio,
el nimero de cepas es ligeramente mas elevado, y también las cepas son de aislamientos mas
recientes.

209



Capitulo lll. Perfil de actividad antimicrobiana (CMI)
Apartado 111.3 DISCUSION

APARTADO II1.3. DISCUSION

210



Capitulo lll. Perfil de actividad antimicrobiana (CMI)
Apartado 111.3 DISCUSION

211



Capitulo lll. Perfil de actividad antimicrobiana (CMI)
Apartado 111.3 DISCUSION

[11.3. DISCUSION

En este capitulo del presente trabajo se ha realizado la determinacion de la actividad
antibacteriana de ozenoxacino frente a diferentes especies bacterianas, dividida en cuatro
ensayos distintos.

En los dos primeros estudios (EM-1 y EM-2) se evalud la actividad del producto enfocada a
patdgenos de SSSls, con comparativos de uso topico. En cambio, en el estudio EM-3, se
completa la evaluacion del perfil antimicrobiano de ozenoxacino, frente a un ndmero mas
elevado de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas involucradas en distintos tipos de
infecciones y frente a diez antibiéticos comparativos. Las cepas fueron, mayoritariamente, de
origen clinico, y fueron aisladas entre 2001 y 2006. Las especies de Gram-positivos
seleccionadas, ademéas de las que ya se habian incluido en los primeros estudios, son
estreptococos del grupo C, G y otras especies de estreptococcus (S. constellatus, S. bovis,
S.mitis, S. sanguis y S. oralis, algunas pertenecientes al grupo de estreptococcus viridans),
ademéas de L. monocytogenes y las anaerobias Clostridium perfringens y C. difficile. Las
especies de Gram-negativos seleccionadas, ademés de la ya testada P. aeruginosa, son
Escherichia coli, Salmonella spp, Shigella spp, H. influenzae, M. catarrhalis, H. pylori, Neisseria
meningitidis y N. gonorrheae y, como especie anaerébica: Bacteroides fragilis. De igual
manera, se exploraron otros microorganismos considerados atipicos con implicacion en
infecciones respiratorias o de transmisién sexual como Chlamydia trachomatis, Chlamydophila
pneumoniae, Mycoplasma hominis, Mycoplasma pneumoniae, Ureaplasma urealyticum,
Legionella pneumophila y Mycobacterium tuberculosis.

Los antibiéticos comparativos son, en los dos primeros estudios, fluoroquinolonas y los dos
productos topicos mas relevantes del mercado para las SSSls. Mientras que, en el estudio EM-
3 se incorporaron como comparativos antibidticos de uso sistémico (oral y/o endovenoso),
pertenecientes a distintas familias: tres fluoroquinolonas, una penicilina y una cefalosporina de
tercera generacién, un macrélido, una oxazolidinona, un lipopéptido y una glicilciclina.

La actividad global de ozenoxacino frente a todas las especies bacterianas evaluadas es muy
relevante, ya que su méaxima CMI para la gran mayoria de las cepas es 0,5-2 mg/L, si
exceptuamos a una cepa de MRSA multiresistente, a los Enterococcus spp., Y, a las bacterias
Gram-negativas resistentes a ciprofloxacino.

Los resultados de actividad antimicrobiana que se presentan en este estudio concuerdan con
los del estudio publicado para ozenoxacino (Yamakawa, 2002), en el que se analizaban 223
cepas pertenecientes a distintas especies de Gram-positivos y P. aeruginosa, en comparacion
a diversos antibioticos topicos y otras quinolonas.

111.3.1 Gram-positivos, Staphylococcus spp

La incidencia de las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), tanto en
la comunidad como en el ambiente hospitalario, ha aumentado en muchos paises (Appelbaum,
2007, Bhagwat, 2009). Actualmente se considera més problematico el aumento de la incidencia
de MRSA en cepas adquiridas en la comunidad, mientras que hasta ahora, los estudios y
esfuerzos se habian concentrado en la erradicacion efectiva de las cepas de MRSA en
poblaciones que colonizan ambientes hospitalarios, multiresistentes a antibioticos pero menos
virulentas (Jensen, 2006, Mulvey, 2009).

Vancomicina se considera el antibiético de eleccién para las cepas resistentes a meticilina,
pero la identificacién de cepas de S. aureus con resistencia intermedia a vancomicina (hVISA)
o0 resistentes a vancomicina (VRSA) ha aumentado la preocupacién de la comunidad y de las
autoridades sanitarias, ya que se han asociado estas cepas con fallos clinicos (Appelbaum,
2007, Howden, 2004). Especialmente en Estados Unidos, la aparicion de las cepas hVISA y
VRSA, el reducido espectro y la falta de actividad bactericida de vancomicina, junto a
problemas de tolerabilidad en algunos pacientes, habia puesto de manifiesto las limitadas
soluciones terapéuticas y la necesidad de nuevos antibiéticos (Bhagwat, 2009). El uso de
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fluoroquinolonas, trimethoprim—sulfametoxazol, clindamicina o minociclina ha sido efectivo en
los casos en los que se ha requerido una terapia bactericida. Estos productos no son tan
efectivos como vancomicina, ya sea porque poseen menor actividad antiestafilocdcica o por las
cepas resistentes a los mismos que pueden seleccionar durante la terapia. Las quinolonas de
Gltima generacion, con una mayor actividad antiestafilocécica, tienen su uso limitado para
mantener su eficacia en infecciones graves, pero son un buen camino a explorar con el objetivo
de identificar compuestos con un potencial frente a las necesidades en este campo (Gemmell,
2006, Shopsin, 2004).

El primer punto a destacar de ozenoxacino frente a S. aureus y S. epidermidis es que ha sido el
producto mas potente frente a cepas MSSA y MSSE, y de los méas potentes frente a MRSA y
MRSE, en los tres estudios de actividad realizados.

Se desglosa la discusion de la actividad de ozenoxacino frente a MSSA y MRSA, en funcién de
si las cepas son sensibles 0 no a ciprofloxacino. Se conoce que la resistencia a esta
fluoroquinolona, principalmente en cepas de origen hospitalario, se correlaciona con la
resistencia a meticilina, o, expresado de otra manera, que las cepas HA-MRSA poseen un
fenotipo de multiresistencia que suele incluir resistencia a ciprofloxacino (Goldstein, 2005,
Nilius, 2003, Noguchi, 2005, Shopsin, 2004).

Frente a las cepas de MSSA y MSSE que son sensibles a ciprofloxacino (alrededor del 90% en
EM-3), ozenoxacino es un antibiético muy potente, con CMlgy de entre 0,004-0,008 mglL,
destacadamente mas activo que el resto de antibiéticos evaluados (tpicos y sistémicos), y
entre ellos cien veces mas activo que ciprofloxacino, levofloxacino y mupirocina, y diez veces
mas que el 4c. fusidico.

Si en lugar de analizar a continuacion las cepas sensibles a meticilina (MSSA y MSSE) y
resistentes a ciprofloxacino, se pasa a valorar el resto de las cepas igualmente sensibles a
ciprofloxacino, aunque sean resistentes a meticilina (MRSA y MRSE), se observa que los
resultados son muy similares a los que se acaban de describir.

Frente a las cepas MRSA y MRSE, ambas sensibles a ciprofloxacino (un porcentaje bajo, entre
el 10% y un 29% en EM-3), ozenoxacino ha sido el producto mas activo, respecto a todos los
comparativos utilizados, con CMlg, muy bajas de 0,003 y 0,008 mg/L, entre diez y diez mil
veces inferiores a las del resto de antibidticos.

Los valores de CMI para oxenoxacino, en estas cepas, son todas del mismo orden,
extremadamente bajos, debido a que las cepas son sensibles a todas las quinolonas, aunque
con valores superiores a los de ozenoxacino.

Al analizar los resultados para las cepas MSSA y MSSE, ambas resistentes a ciprofloxacino
(una minoria, alrededor del 10% en EM-3), se observa que la actividad de ozenoxacino, es algo
inferior a las anteriores, aunque sigue siendo muy buena, con CMlg de 0,1 y 0,07 mg/L,
comparable a las de daptomicina y tigeciclina, y mejor que las del resto de antibiéticos
incluyendo a las fluoroquinolonas, mupirocina y el &c.fusidico.

Como se esperaba, la proporcion de cepas resistentes a ciprofloxacino, de entre las resistentes
a meticilina, es muy elevada. El 90-100% de las cepas de MRSA y el 71% de las MRSE han
presentado resistencia a ciprofloxacino, y frente a ellas, ozenoxacino mantiene una buena
actividad (CMlgg entre 0,125 y 1 mg/mL), similar a la de los antibidticos de uso sistémico mas
activos (daptomicina y tigeciclina), y a la del &c.fusidico (con excepciones de resistencia a
fusidico). De manera excepcional, se ha detectado una cepa MRSA multiresistente, con una
CMI para ozenoxacino de =128 mg/L y sensible sélo a tigeciclina, daptomicina y linezolid.
Algunas de las cepas de MRSE han presentado, ademas de a ciprofloxacino, resistencias al
ac.fusidico y sensibilidad disminuida a mupirocina. Es importante destacar que, en todos los
casos, ozenoxacino es, minimo, treinta veces mejor que mupirocina y las fluoroquinolonas
evaluadas (ciprofloxacino, moxifloxacino, levofloxacino y nadifloxacino).

Este hecho posiciona muy bien a ozenoxacino, como el producto con menores CMI frente a
MRSA y MRSE resistentes a ciprofloxacino, a pesar de haberse detectado resistencia en una
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cepa MRSA multiresistente a otros antibioticos. Las cepas MRSA resistentes a
fluoroquinolonas son un reconocido problema terapéutico (Jones, 2001), ya que, de los once
antibidticos testados en el estudio EM-3, siete de ellos poseen CMlgq superiores a 32 mg/L, y
entre ellos las tres fluoroquinolonas, por lo que la actividad mantenida de ozenoxacino en los
tres estudios, permite augurar eficacia clinica frente a cepas resistentes a meticilina. Parece
claro que, la disminucién de su potencia, la dirige la resistencia de las cepas a ciprofloxacino, y
no la resistencia a la meticilina, como también estd descrito para otras quinolonas (Shopsin,
2006), pero el rango de sensibilidad que mantienen las cepas a ozenoxacino, a pesar de la
resistencia a las otras fluoroquinolonas, es una caracteristica diferencial de este producto.

En los estudios EM-2 y EM-3 se habian seleccionado las cepas de MSSA y de MRSA sin haber
evaluado previamente su susceptibilidad a ciprofloxacino. Se detecté mayor incidencia de
cepas resistentes a ciprofloxacino de entre las MSSA y MRSA aisladas en EM-2 (procedentes
de un hospital de Barcelona), que no en las del estudio EM-3 (cepas de coleccion y clinicas,
aisladas en todo el mundo). Se considera especialmente elevado y atipico el 50% de las MSSA
que fueron resistentes a ciprofloxacino en EM-2 vs un 8% en EM-3. Mas cercano a los
porcentajes descritos estan los resultados para resistentes a ciprofloxacino en MRSA, se ha
detectado un 100% en EM-2 vs. el 90% en EM-3. A pesar de ello, las CMI para ozenoxacino
fueron muy bajas (MSSA rango 0,002-0,016 mg/L, MRSA rango 0,004-0,25 mg/L), v,
superiores en el estudio EM-3, y no, en el EM-2, como se podia haber esperado por su mayor
porcentaje de resistencia a ciprofloxacino (Schmitz, 1999).

La elevada actividad detectada para ozenoxacino hay que interpretarla, también, en la clave de
potencia frente a cepas resistentes a otros antibiéticos. En el ensayo EM-2, en el que se
utilizaban comparativos topicos, se ha detectado que un 63% de las cepas de S. aureus, son
resistentes a alguno de los antibiéticos: ciprofloxacino, moxifloxacino, ac.fusidico o mupirocina.

El hecho que ozenoxacino haya sido el producto mas activo en S.epidermidis, en todos los
casos, manteniéndose las CMI entre 0,004 y 1 mg/L para las cepas resistentes a ciprofloxacino
y/o a otros antibiéticos, es importante para el tratamiento de infecciones con posibles cepas no
sensibles. Las cepas con CMI elevadas para el ac.fusidico y la mupirocina pueden estar
comprometiendo la actividad de los productos en el lugar de la infecciébn a pesar de ser
productos de aplicacién tépica. Por otro lado, unas CMI méximas para ozenoxacino de 0,25-1
mg/L, en las cepas MRSA multiresistentes, no parecen indicar problemas de actividad ya que,
los presumibles niveles de producto en el lugar de la infeccién, deben poder estar por encima
de este valor.

Es considerable la resistencia al ac.fusidico que presentaron las cepas de S. aureus, en un
30% los MSSA y en un 18% los MRSA. El 47% de las cepas de S. aureus presentaron
sensibilidad disminuida a mupirocina, lo fueron un 66% de las cepas de MRSA resistentes a
ciprofloxacino, mientras que no lo fueron ninguna de las cepas con sensibilidad a ciprofloxacino
0 a meticilina; esto coincide con lo descrito en la bibliografia (Boucher, 2008). Todas las cepas
que presentaron sensibilidad disminuida a mupirocina fueron resistentes a, al menos, otro
antibiético, esto no ocurre ni para el ac.fusidico ni para ciprofloxacino. En la bibliografia se
describe la relacion entre la resistencia a meticilina, rifampicina mupirocina en S. aureus
(Schmitz, 1998 y 2000), debida a la transferencia conjugativa de plasmidos portadores de la
resistencia a mupirocina, en cepas de MRSA (Pawa, 2000), que podria explicar estos datos.

111.3.2 Gram-positivos, Streptococcus spp (y Enterococcus spp)

Las infecciones por estreptococos son muy frecuentes, ya que son microorganismos de amplia
distribucion, mayoritariamente anaerobios facultativos y con requerimientos especiales. Entre
las infecciones que suelen causar estan amigdalitis aguda, otitis media, sinusitis, neumonia,
meningitis, infeccién del tracto urinario, infecciébn abdominal o infecciones de piel y tejidos
asociados.

Frente a estreptococcus de los diferentes subgrupos, ozenoxacino presenta una muy buena
actividad, siendo siempre el producto mas potente, en algunos casos junto a tigeciclina. Las
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CMilgy para ozenoxacino son muy bajas con un rango inferior de hasta 0,008 mg/L e inferior a
0,25mg/L. A pesar de su excelente actividad frente a estreptococos, ozenoxacino es
ligeramente menos potente que frente a estafilococos, aunque, es mas homogénea la
respuesta de todas las cepas al producto.

En general, todos los productos analizados presentan actividad frente a las cepas estudiadas
de S. pyogenes, especie muy relevante en las SSSIs. 0Ozenoxacino presenta una buena
actividad frente a las cepas testadas de S. pyogenes, con unas CMI entre 0,03-0,5 mg/L 6
entre 0,008-0,06 mg/L, en funcion de la susceptibilidad de las mismas a ciprofloxacino. Esta
actividad es similar a la de otros antibidticos sistémicos como amoxicilina, ceftriaxona,
tigeciclina y daptomicina, y es mas activo que mupirocina, ac.fusidico y que el resto de
antibiéticos incluyendo a las quinolonas. Ozenoxacino fue sesenta y cuatro veces mas activo
que ciprofloxacino y levofloxacino, y ocho mas que moxifloxacino. La actividad de ozenoxacino
se mantiene en cepas de S. pyogenes que presentan resistencia o disminuciéon de
susceptibilidad al ac. fusidico, mupirocina, claritromicina u a otras quinolonas, propiedad muy
interesante para su utilizacion frente a cepas multiresistentes.

En el estudio EM-2, se ha detectado que un 100% de las cepas de S. pyogenes son resistentes
a alguno de los mencionados antibidticos. Todas las cepas son resistentes al ac.fusidico, el
83% lo son a ciprofloxacino y un 23% son no sensibles a mupirocina ademas de resistentes a
ciprofloxacino y al ac.fusidico. Es decir, todas las cepas que presentaron sensibilidad
disminuida a mupirocina fueron resistentes a, al menos, otro antibidtico, esto no ocurre ni para
el 4c.fusidico ni para ciprofloxacino, y es, posiblemente, debido a la transformacién conjugativa
con pldsmidos de resistencia, entre Gram-positivos (Pawa, 2000, Schmitz, 1999). Ozenoxacino,
frente a estas cepas, mantiene una buena actividad, aunque son, de nuevo, valores
ligeramente mas elevados que los que presentaba frente a Staphylococcus spp.

En el estudio EM-3, en cambio, (tabla 111.22) se observa, que no hay cepas con CMI por encima
de 2 mg/L para ninguna de las quinolonas, a diferencia de lo que ocurria en los estafilococos.

Frente a S. agalactiae, estreptococcus beta-hemolitico del grupo B, y relevante en infecciones
en neonatos y mujeres embarazadas, ozenoxacino demostré una potente actividad, con unas
CMI muy bajas (entre 0,008 y 0,25 mg/L), considerablemente mejor que la del resto de
antibiéticos e incluyendo a cepas resistentes a ciprofloxacino. Dentro de la clase de las
quinolonas, ozenoxacino es treinta y dos veces mas activo que ciprofloxacino o levofloxacino y
ocho mas que moxifloxacino, y en comparacion a mupirocina, ésta posee un rango de actividad
entre 5y 2 mg/L, mientras que el &c.fusidico posee un rango amplio de CMI, entre 0,5-64 mg/L,
De todos los antibidticos testados, tanto de uso tépico como sistémico, ozenoxacino es el
producto que presenta mayor actividad.

Todos los productos presentan actividad frente a las cepas estudiadas de Streptococci del
grupo C. Ozenoxacino, amoxicilina (sola o con &c. clavulanico) y ceftriaxona son los productos
con mayor actividad (ozenoxacino CMlgy 0,03 mg/L), y, dentro de la familia de las quinolonas,
o0zenoxacino es treinta y dos veces mas activo que levofloxacino, dieciséis que ciprofloxacino y
ocho que moxifloxacino. Ocurre lo mismo, con ozenoxacino, frente a las cepas de
estreptococcus del grupo G, y frente a las de las especies S. constellatus, S. bovis, S. mitis, S.
sanguis y S. oralis, evaluadas.

Se identificaron algunas cepas con CMI elevadas a ciprofloxacino, levofloxacino y, también a
claritromicina, entre las del grupo G, ademas de las cepas resistentes a claritromicina, en cada
uno de los subgrupos, y ozenoxacino presenta una buena actividad frente a todas ellas.

Respecto a S. pneumoniae, especie patégena capaz de causar diversas infecciones y
procesos invasivos severos, como neumonia, endocarditis, meningitis, etc., 0zenoxacino posee
una buena actividad frente a las cepas tanto sensibles como resistentes a penicilina. Su
actividad es s6lo comparable a la de tigeciclina, y superior a la del resto de productos
analizados, incluyendo a las otras quinolonas. Los rangos de actividad observados para
ozenoxacino son inferiores a 0,5 mg/L, en un estudio, y a 0,03 mg/L, en otro, y se mantienen
independientemente de la resistencia detectada a otros antibidticos. Ozenoxacino es treinta y
dos, y sesenta y cuatro veces mas activo que ciprofloxacino y levofloxacino, respectivamente, y
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ocho mas que moxifloxacino. El hecho de poseer una buena actividad frente a este patégeno
implicado en infecciones respiratorias, ademas de al resto de Gram-positivos, le aporta
ventajas respecto a las fluoroquinolonas de las anteriores generaciones, y a los antibiéticos
comparativos en este estudio (Jones, 2003, Morrissey, 1999, Pankuch, 2001).

Por otro lado, las infecciones asociadas a Enterococcus suelen ser endocarditis, infecciones
urinarias y colonizacion o sobreinfeccién de enfermos que reciben tratamiento antibidtico. Sélo
en uno de los estudios, se evaluo la actividad de ozenoxacino frente a cepas de Enterococcus
faecalis y E. faecium, bacterias Gram-positivas sobre las que se podia esperar o desear una
buena actividad del compuesto. Los resultados mostraron para ozenoxacino una baja actividad
(CMI de 2-4 mg/L para E. faecium), aunque superior, tanto a ciprofloxacino y moxifloxacino,
como a mupirocina y al &c. fusidico. De las 24 cepas aisladas, 22 de ellas son resistentes a
ciprofloxacino. Las quinolonas poseen menor actividad frente a enterococos, que frente al resto
de bacterias Gram-positivas (Jones, 2008, Tanaka, 2002, Tankovic, 1996). Como una posible
causa se describe la presencia del gen gnr como responsable de la resistencia intrinseca a las
quinolonas en Enterococcus, spp. (Arséne, 2007), vy, los resultados de este estudio apuntan
que ha mantenido su inhibibicion, también, frente a ozenoxacino. Este gen (plasmidico en
Enterobacterias), que se descubri6 inicialmente en Gram-negativos, codifica para una familia
de proteinas que protegen a la ADN girasa de la inhibicion por las quinolonas. En el genoma de
Enterococcus faecalis se ha identificado una secuencia con un 25% de homologia al gen que
codifica para Qnr (Arséne, 2007, Paulsen, 2003), y por eso se postula como una explicaciéon a
esta menor actividad.

111.3.3 Gram-positivos, Propionibacterium acnes, Corynebacterium spp. vy Listeria
monocytogenes.

Ozenoxacino presenta actividad, también, frente a otras bacterias Gram-positivas como
Propionibacterium acnes, y frente a diferentes especies del género Corynebacterium sppy a
Listeria monocytogenes. Son bacilos Gram-positivos, no esporulados, que acostumbran a
causar infecciones de la piel y estructuras relacionadas o infecciones en pacientes
inmunosuprimidos.

Ozenoxacino presenta una excelente actividad, mejor que él ac.fusidico y las fluoroquinolonas,
frente a las cepas de P. acnes testadas, que eran todas no sensibles a mupirocina. Esta
actividad puede ser relevante en el tratamiento de infecciones de SSSis, no tanto por el hecho
que puedan incluir acné, cuyo agente causal es P.acnes, sino por la cada vez mas relevante
presencia de este microorganismo en infecciones secundarias de heridas, traumatismos,
prétesis o cirugias, o en infecciones oculares (Perry, 2006). También se postula que, gracias a
la habilidad que posee de crecimiento lento intracelular o sobre otras superficies (medical
devices) le estd haciendo aparecer como un agente causal con un rol, ain por acabar de
definir, incluso en condiciones tan poco ligadas normalmente con las infecciones, como el
cancer de prostata (Lambert, 2011, Perry 2006).

Ozenoxacino posee una buena actividad frente a las cepas de Corynebacterium testadas, con
CMI entre 0,001-0,12 mg/L o entre 0,03-4 mg/L, en funciéon de su susceptibilidad o no a
ciprofloxacino. De los dos antibi6ticos de uso topico testados, sélo el &c.fusidico presenta cierta
actividad. No hay puntos de corte de resistencia definidos para Corynebacterium spp., pero se
puede observar que el ac.fusidico mantiene dos subpoblaciones, una frente a la que posee una
muy buena actividad, y, otra aparentemente residual (16%), frente a la que es inactivo. El
hecho que ozenoxacino posea actividad frente a las distintas especies patdgenas implicadas
en SSSis es positivo, refleja el excelente espectro del producto, y puede ser muy Util como
tratamiento empirico, ya que no se suele identificar el agente causal de una uSSSlI, por la baja
gravedad de la infeccion, y por la dificultad de diferenciarlo de la flora comensal de la piel
(Gemmell, 2006).

A pesar que la incidencia de infecciones, normalmente de origen alimentario, causadas por

este patodgeno intracelular es baja, la tasa de mortalidad por L. monocytogenes puede llegar a
ser elevada en poblaciones inmunosuprimidas, mujeres embarazadas o ancianos, con
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manifestaciones graves como septicemias, meningitis, abortos o muertes neonatales, o
moderadas como gastroenteritis (Farber, 1991, Ramaswamy, 2007).

Ozenoxacino presenta muy buena actividad frente a L. monocytogenes (CMlg 0,06 mg/L) junto
a tigeciclina, ambos antibiéticos poseen unos rangos muy estrechos de actividad por debajo de
0,125 mg/L, y, son siempre mas potentes que el resto de compuestos. Se detectan algunas
cepas frente a las que no presentan actividad claritromicina, linezolid ni daptomicina. Respecto
a las otras quinolonas, ozenoxacino fue dieciséis veces mas activo que ciprofloxacino y
levofloxacino, y ocho veces mas activo que moxifloxacino, y compara también, muy
positivamente, frente a los datos publicados (Seral, 2005).

111.3.4. Gram-negativos, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii.

Como se ha mencionado en la introduccion, la resistencia a quinolonas es frecuente en
bacterias Gram-negativas; un 73% de las cepas de P. aeruginosa testadas en el estudio EM-2
y un 28% de las testadas en EM-3 son resistentes a ciprofloxacino (2-1024 mg/L), y ninguno de
los antibidticos testados fue activo frente a estas cepas. Por tanto, en el caso de que el
responsable de una infeccién sean cepas no sensibles a ciprofloxacino, aparece un problema
de falta de un antibiotico eficaz que pueda eliminar dicha infeccion (Boucher, 2009).

Frente a las cepas de P. aeruginosa sensibles a ciprofloxacino, ozenoxacino presenté una
actividad ligeramente inferior a la del mejor producto, que fue ciprofloxacino, y similar a la de
levofloxacino y moxifloxacino, con diferencias siempre menores a un orden de magnitud.
Respecto al resto de antibidticos no quinolonas, sélo tigeciclina presentaba actividad frente a
algunas cepas, hecho que confirma la dificultad de tratar infecciones causadas por este
patdégeno, que combina resistencia intrinseca a muchos farmacos con resistencias adquiridas
(Lambert, 2002, Obritsch, 2005).

Se ha observado que ozenoxacino posee poca actividad frente a las cepas de A. baumannii
resistentes a ciprofloxacino, que se evaluaron en el segundo estudio, estas cepas no procedian
de infecciones de piel, pero se incluyeron para valorar la actividad de ozenoxacino frente a las
mismas. Su rango de CMI es de 0,06 a 32 mg/L, es la quinolona que posee mayor actividad,
aunque solo frente a una cepa posee una CMI inferior a 2 mg/L.

Estas dos especies de bacterias gram-negativas no fermentadoras son uno de los problemas
importantes tanto de resistencia intrinseca como adquirida a los antibidticos disponibles, y
ocupan una posicién destacada como dianas o nichos de actividad para los nuevos antibiéticos
(Boucher, 2009), la actividad de ozenoxacino no es destacable frente a las resistentes a
ciprofloxacino, pero si que puede ser Util, en caso de sensibilidad y de presencia, por ejemplo,
en infecciones mixtas de SSSlIs (Brook, 2002, Janniger, 2005).

111.3.5. Gram-negativos, Enterobacterias

Frente a las enterobacterias testadas (E. coli, Salmonella spp, Shigella spp, E. cloacae y K.
pneumoniae), ozenoxacino presenta una buena actividad cuando las cepas son sensibles a
ciprofloxacino (CMlg, alrededor de 0,1-0,5 mg/L), siendo generalmente ciprofloxacino la
quinolona mas potente. Cuando las cepas presentan resistencia a ciprofloxacino, todas las
quinolonas, incluido ozenoxacino, pierden su actividad, y, soélo tigeciclina y ceftriaxona
mantienen actividad en los estudios realizados. La actividad de ozenoxacino frente a cepas
resistentes a ciprofloxacino, es diez veces menor en el caso de K. pneumoniae y E. cloacae, vy,
més de cien veces menor en E. coli.

Respecto a la actividad comparativa entre quinolonas, las diferencias no son muy grandes y
dependen de las especies. En las cepas sensibles a ciprofloxacino, las diferencias son siempre
inferiores a un orden de magnitud.

Tal y como se observa en los dos primeros estudios, tanto el ac.fusidico como la mupirocina
muestran muy poca o nula actividad frente a bacterias Gram-negativas: La actividad o amplio
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espectro de ozenoxacino, aungque sea parcial y menor que en Gram-positivos, puede favorecer
al producto frente a infecciones mixtas o causadas por Gram-negativos, respecto al uso de
mupirocina o ac.fusidico (Brook, 2002, Gemmell, 2006).

La resistencia a quinolonas es frecuente en enterobacterias (Hooper, 2001, Neuhauser, 2003);
se ha detectado entre un 30-69% de las cepas de E. coli resistentes a ciprofloxacino, un 27%
de las de K. pneumoniae y un 17% de las de E. cloacae.

Del estudio EM-3 se destaca que todas las cepas de Salmonella spp y Shigella spp evaluadas
fueron extremadamente sensibles a ciprofloxacino, el 100% de ellas con una CMI por debajo
del limite de concentracién evaluado (0,015 mg/L), y, también presentaron excelente actividad
ozenoxacino, levofloxacino y moxifloxacino (CMlg, de 0,03 mg/L), seguidos de ceftriaxona y
tigeciclina (CMlg, de 0,06 y 2 mg/L), mientras que el resto fueron inactivos. En ambas especies
esta descrita una mayor resistencia al ac. nalidixico que a las fluoroquinolonas (Martin, 2006,
Streit, 2006).

111.3.6. Otras especies: H. influenzae, M. catarrhalis, N. gonorrheae, N. meningitidis y H.
pylori.

Ozenoxacino presenta muy buena actividad frente a las bacterias Gram-negativas agrupadas
como fastidious, por sus especiales requerimientos de crecimiento y analizadas en este
apartado, y superior al resto de compuestos. Especiamente relevante es su actividad frente a
patébgenos que estan implicados en infecciones respiratorias, junto a S. pneumonia, ya
discutido anteriormente (Jones, 2002 y 2003).

Ozenoxacino ha sido el compuesto mas activo (CMlg, de 0,015 mg/L) de los testados frente a
H. influenzae, con una actividad similar a la de las fluoroquinolonas y a ceftriaxona, frente a
cepas que son tanto beta-lactamasa-positivas, —negativas como no-tipables. Lo mismo le ha
ocurrido, a ozenoxacino, frente a M.catarrhalis (CMlg, 0,008 mg/L), mejor que las
fluoroquinolonas, tigeciclina y claritromicina, con CMlgg un orden de magnitud superiores.

Frente a Neisseria gonorrhoeae, tanto beta-lactamasa positivas como negativas, y N.
meningitidis, ozenoxacino es el producto con mayor actividad (CMlg, 0,008 mg/L y 0,002 mg/L,
respectivamente), aunque ceftriaxona, ciprofloxacino y levofloxacino son también antibioticos
extremadamente activos. Con el aumento descrito de infecciones o ETS causadas por N.
gonorrheae resistentes a ciprofloxacino (Tapsal, 2001), el disponer de un antibiético como
0zenoxacino, que mantenga una actividad tan potente seria un valor afiadido para no tener que
utilizar antibiéticos de uso parenteral, aunque en la coleccién de 20 cepas utilizadas en este
estudio, so6lo un 5% fueron resistentes a ciprofloxacino y levofloxacino, mientras que el valor
méaximo alcanzado para ozenoxacino fue de 0,125 mg/L. Todas las cepas de N. meningitidis
fueron, en cambio, sensibles a las quinolonas. Las responsables de estas diferencias de
actividad, respecto a Enterobacterias, podria la distinta familia de porinas del género Neisseria
(por, PorA y PorB) (Derrick, 1999).

Otra posible explicacion a la mayor eficacia de las quinolonas en estas bacterias, podrian ser
que los sistemas de transporte que posean sean menos susceptibles de expulsar estos
compuestos al exterior celular. Estdn descritas menos bombas de flujo para ellas que para las
Enterobacterias, por lo que, por lo menos, existe un mayor desconocimiento. En H. influenzae
esta identificado una solo, perteneciente a la familia MATE, capaz de expulsar quinolonas,
mientras que, para M. catarrhalis y Neisseria spp, en principio, las quinolonas son pobres
sustratos de los, entre uno y los dos tipos de bombas descritos (Long, 2008, Rouquette-
Loughlin, 2003, Serra, 2009, Vila, 2011), aunque se posee informacion sobre una bomba de
flujo, capaz de expulsar tetraciclinas, inhibible por reserpina, hecho que no es corriente en
Gram-negativos (Ruiz, 2005). En cambio, en las Enterobacterias y en Gram-negativos no
fermentadores estan descritas entre 2 y 6 bombas de flujo que expulsan quinolonas al exterior,
posible causa de sus mayores CMI, o de que acumulen resistencias cromosémicas mas
facilmente (Fabrega, 2009, Vila, 2011). Para Neisseria gonorrheae, especialmente estan
descritas numerosas proteinas de la superfamilia DMT, que son transportadores secundarios
(Long, 2008), aunque esto no explicaria su mayor susceptibiidad a quinolonas. En resumen,
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posibles diferencias entre las porinas y las bombas de flujo podrian explicar la mejor actividad
de ozenoxacino, respecto a ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino (Fabrega, 2009).

Estos subgrupos de bacterias patdgenas forman parte de los posibles agentes causales de
infecciones respiratorias y enfermedades infecciosas del tracto genital, junto a otras especies
patégenas estudiadas en este trabajo. Cuantas mas especies sean sensibles a ozenoxacino,
menor sera la necesidad de una identificacion previa al tratamiento de los microorganismos, en
caso que sea recomendable esta practica, especialmente para infecciones graves o pacientes
asociados a co-morbilidades.

Y finalmente, ozenoxacino es el producto que presenta mejor actividad frente a las 5 cepas de
H. pylori testadas (rango 0,002-0,008 mg/L), junto a amoxicilina, con y sin ac.clavulanico.
Ozenoxacino presenta una considerable mayor actividad que el resto de fluoroquinolonas (cien
veces mayor actividad que ciprofloxacino y levofloxacino, y sesenta y cuatro veces mejor que
moxifloxacino), hecho que no habia ocurrido en las otras especies. Esta destacada actividad
podria permitir la exploracién de su uso en el triple tratamiento antibidtico que se utiliza para la
erradicacion de H. pylori en pacientes, sobretodo debido al aumento de resistencia a los
tratamientos habituales con metronidazol y claritromicina (Bogaerts, 2006).

111.3.7 Bacterias anaerobias: B. fraqilis, C. difficile y C. perfringens.

Ozenoxacino presenta una muy buena actividad frente a las tres especies de bacterias
anaerobias evaluadas, tanto Gram-positivas como Gram-negativas, esto confirma a esta
molécula como miembro de la cuarta generacion de quinolonas (Fung-Tomc, 2000, Hecht,
2003), y la posiciona bien frente a los antibiéticos comparativos que poseen menor actividad
frente a estos patdgenos, incluidas las fluoroquinolonas.

Los resultados obtenidos muestran que ozenoxacino posee una actividad significativamente
mayor que el resto de compuestos frente a B. fragilis (CMlgy 0,12 mg/L), los compuestos que le
siguen directamente poseen CMI diez veces mas altas (tigeciclina, moxifloxacino y
claritromicina) y seguidos de levofloxacino y linezolid, mientras que el resto de antibiéticos son
inactivos (Christiansen, 2004). La diferencia entre las quinolonas es a favor de ozenoxacino, a
pesar de ser bacterias Gram-negativas, siendo unas cien veces mejor que ciprofloxacino y
levofloxacino, y dieciséis que moxifloxacino, esto posiciona al producto como una posible
opcioén para el tratamiento de infecciones por B. fragilis (Haas, 2009).

Seria interesante valorar si este grupo de bacterias presentan, respecto a las enterobacterias y
a las Gram-negativas no fermentadoras, diferencias en la acumulacién entre ozenoxacino y las
fluoroquinolonas, tal y como se ha planteado anteriormente. Posibles diferencias entre porinas
y bombas de flujo podrian explicar la mejor actividad de ozenoxacino, respecto a ciprofloxacino,
levofloxacino y moxifloxacino. De entrada, todas estas especies presentan un ndmero menor
de bombas de flujo descritas (una por especie), capaces de expulsar quinolonas del interior
celular, mientras que, como se ha comentado anteriormente, para los otros dos subgrupos de
Gram-negativos son entre 2 y 4 (Vila, 2011), y/o falta informacioén al respecto.

Por otro lado, ozenoxacino presenta una moderada actividad frente a las cepas de C. difficile
testadas, menor que la de tigeciclina (CMlg de 2 mg/L vs 0,06 mg/L), aunque
significativamente mejor que la del resto de antibioticos, incluidas las otras quinolonas. El
tratamiento de la infeccién aguda por C. difficile no es facil ya que presenta una elevada tasa
de resistencia a antibioticos de distintas familias y de recidivas (Leffler, 2009). El disponer de
nuevos farmacos, potentes y si fuera posible de accion rapida, diferentes a metronizadol y
vancomicina (primeros usos, y recurrencias) permitiia en casos de re-infeccion severa
disponer de una alternativa a los tratamientos actuales.

Las cepas de C. perfringens poseen un perfil de susceptibilidad diferente al de las cepas de C.
difficile anteriormente descritas, tal y como se observa en la literatura cientifica (Haas, 2009,
Leffler, 2009). Las cepas de C. perfringens son todas mas sensibles a los antibioticos testados.
Ozenoxacino es el antibidtico con mayor actividad frente a C. perfringens (CMlg, 0,015 mg/L),
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seguido por amoxicilina, y, respecto a las otras quinolonas y a tigeciclina, es un orden de
magnitud mas potente.

Esta potente actividad de ozenoxacino, incluso comparativa a los otros antibidticos, permitiria
explorar su uso en infecciones gastrointestinales, de piel y estructuras asociadas complicadas,
con abcesos o infecciones por anaerobios en heridas o infecciones de hueso.

111.3.8 Patégenos atipicos: C. trachomatis, C. pneumoniae, M. hominis, M. pneumoniae, U.
urealyticum, L. pneumoniae y M. tuberculosis.

Ozenoxacino posee una muy buena actividad frente a todas las cepas de las siete especies
estudiadas de patégenos atipicos, siempre en unos rangos muy estrechos y por debajo de 0,25
mg/L. Estas especies estan implicadas, basicamente, en infecciones respiratorias e infecciones
de transmision sexual, de moderada a alta incidencia y prevalencia, en distintas poblaciones
(Rodriguez, 2001, Salas, 2007, UNICEF WHO 2006). Estan frecuentemente asociadas a
enfermedad latente (Cacho, 2001, Ferrero, 2000, Waites 2004) y retraso en el tratamiento
(Salas, 2007). Estos patégenos pueden originar neumonias, enfermedad inflamatoria pélvica,
infertilidad y partos prematuros, ademas de tuberculosis (Cacho, 2001, UNICEF WHO, 2006,
Vall, 2004). El hecho que ozenoxacino presente elevada potencia, ademas de actividad
paralela frente a bacterias anaerobias, como se ha mencionado en este capitulo, hace que
pueda ser un antibiético a considerar en este tipo de patologias. Seria interesante estudiar su
actividad en tratamientos combinados con antifingicos, ya que podria ser necesario, en
algunos casos complicados (Vall, 2004).

Se destaca que las CMIgyy de ozenoxacino son siempre mas bajas que las de levofloxacino y
rifampicina, entre 10 y 100 veces, excepto para Mycoplasma hominis y Mycobacterium
tuberculosis, que son una y dos diluciones menores, respectivamente. Y una mencién especial
seria para la actividad de ozenoxacino frente a L. pneumophila, ya que presenta una CMlgg de
0,001 mg/L, un orden de magnitud inferior a la de levofloxacino.

Los resultados obtenidos para levofloxacino, frente a las diferentes especies de Chlamydia,
Mycoplasma, Ureaplasma y Legionella spp. coinciden con los reportados en la literatura, con
alguna ligera variacién en el rango de CMI (Garcia, 2000, Jonas, 2001, Nilius, 2002, Pereyre,
2004).

La actividad de ozenoxacino frente a las cepas de M. tuberculosis se encuentra dentro del
rango de la descrita para las fluoroquinolonas (Angeby, 2010), también independientemente de
la resistencia a rifampicina, isoniazida o estreptomicina, estos resultados abren la posibilidad
de exploracién de este compuesto para el tratamiento combinado de infecciones por cepas
MDR 6 XDR. Los resultados para rifampicina, como comparativo utilizado, se corresponden con
los habituales para las cepas salvajes y para las resistentes a distintos antibidticos (Angeby,
2010, Diratthakit, 2010).

111.3.9. Comparaciéon actividad de ozenoxacino frente a patdgenos Gram-positivos en
SSSiIs en los diferentes estudios: S. aureus, S. epidermidis v S. pyogenes

Los resultados para las distintas especies o grupos de especies bacterianas han sido muy
parecidos entre los distintos estudios. Se ha podido observar, en todos ellos, que la
caracteristica principal del antibidtico ozenoxacino es su potente actividad frente a bacterias
Gram-positivas, y que, el factor que rige las ligeras modificaciones en su actividad es la
resistencia a ciprofloxacino (Kirby, 2002). Frente a las cepas resistentes a fluoroquinolonas,
ozenoxacino, a pesar de aumentar su CMI en 2-3 drdenes de magnitud, posee unos valores, a
priori, suficientes para que los previsibles niveles de producto en el lugar de la infeccién sean
superiores a los mismos.

Los resultados de actividad, frente a las cepas del género Staphylococcus, obtenidos para los

distintos comparativos concuerdan con los de la bibliografia (Jacobs 2004, Lauderdale, 2010,
Rittenhouse 2008) con distintos matices, segun la familia quimica de que se trate. Para
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linezolid, daptomicina y tigeciclina los resultados coinciden exactamente con los reportados
(Fritsche 2004, Fomin 2008, Jones 2008, Vandernesch 2003, Verkade 2010), mientras que
para amoxicilina, sola o con clavulanico, ceftriaxona y las quinolonas, éstos varian ligeramente,
en algunos casos, en funcién de los perfiles de resistencia de las cepas incluidas en los
estudios (Keating 2004, Tanaka, 2002). Los resultados de ozenoxacino frente a los antibiéticos
de uso tépico, utilizados como comparativos, son siempre muy favorables al producto, incluso
frente a cepas multiresistentes (Alba, 2009, Martin-de-Nicolas, 1995, Nenoff, 2004, Oizumi,
2001, Sutherland, 1985, Traczewsky, 2008).

Al comparar los resultados de las especies patdgenas mas importantes en uSSSis, S. aureus,
y S. pyogenes, junto al comensal mas relevante, S.epidermidis, obtenidos en los tres estudios
EM-1, EM-2 y EM-3, se observa que ozenoxacino posee una muy buena actividad en todas las
cepas, aunque los valores de CMlg son mas altos en aquellas cepas resistentes a
ciprofloxacino. El hecho que los valores méaximos no sobrepasen 1 mg/L, 0,5 mg/L y 1,6 mg/L,
respectivamente, hace suponer que deben poder ser alcanzadas y superadas por las
concentraciones del producto en el lugar de la infeccion.

Como se ha mencionado anteriormente, la actividad de ozenoxacino es extremadamente
potente cuando las cepas no poseen resistencia a ciprofloxacino, superior a la de los
antibiéticos que se utilizan para el tratamiento de SSSls y otras infecciones por Gram-positivos
(Adam, 2009, Alba, 2009, Bhagwat, 2009, Biedenbach, 2010, Christiansen, 2004, Garcia-
Agudo, 2011, Goldstein, 2006, Hoellman, 2003, Hurdle, 2004, Jones, 2006, Martin-de-Nicolas,
1995).

La CMlgy, para ozenoxacino en las cepas resistentes a ciprofloxacino y meticilina es, también,
superior a la de las cepas resistentes a ciprofloxacino y sensibles a meticilina, al igual que
ocurre para ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino, (Coskun-Ari, 2008, Noguchi 2005),
pero se mantiene siempre en un rango de actividad potente, que deberia ser posible defender,
por debajo del punto de corte de resistencia clinica.

Para las cepas de S. aureus y S. epidermidis resistentes a meticilina y ciprofloxacino, se puede
observar que las cepas del tercer estudio poseen valores superiores (x10-x20) a los de los dos
primeros estudios, en el tercer estudio, el nUmero de cepas es ligeramente mas elevado, y
también las cepas son de aislamientos mas recientes, el incremento de las resistencias a
quinolonas (Bhagwat, 2009) puede ser una explicacién, ademés del distinto origen de las
mismas.

Los resultados presentados muestran que ozenoxacino posee una muy buena actividad frente
a cepas de S. aureus resistentes a meticilina, incluso frente a cepas con un alto nivel de
resistencia a fluoroquinolonas. Ademas, este compuesto también presenta una muy buena
actividad frente a cepas salvajes y resistentes a fluoroquinolonas de S. epidermidis, S.
pyogenes, S. agalactiae, P.aches y Corynebacterium spp., microorganismos involucrados en
las infecciones de piel y estructuras relacionadas. La actividad adicional que ozenoxacino
presenta frente a bacterias Gram-negativas y anaerobios, que también pueden estar
involucradas en infecciones de piel, tanto en solitario como mixtas, contribuye a completar el
perfil del producto para enfocar el uso del producto frente a este tipo de patologias (Kirby,
2002, Jones, 2006, Nenoff, 2004, Odou, 2007).

El uso de antibiéticos tépicos para la eliminacion de la colonizacion por estafilococos en grupos
de alto riesgo, como pacientes en proceso de hemodidlisis o cirugia, puede reducir la
incidencia de infecciones posteriores (Shopsin, 2004). Mupirocina, un agente tdpico
antiestafilococico que inhibe la sintesis de RNA y de proteinas, ha demostrado, en algunos
estudios, que puede eliminar la colonizacion nasal en portadores y puede reducir la incidencia
de infecciones de heridas (Gemmell, 2006). Aunque el desarrollo de resistencias a mupirocina,
hasta el momento, ha sido limitado, el uso prolongado de este antibiético ha sido asociado con
la aparicién de resistencias (Lowy 1998, Schmitz, 2000), de igual manera ocurre, frente al &c.
fusidico al que ozenoxacino supera en actividad y amplitud de espectro (Biedenbach, 2010).

En contraposicion a su potente actividad como familia, con el aumento del uso de quinolonas y
la subsiguiente emergencia de resistencias (Hernandez, 2011, Ho, 2004, Smith, 2004, Teras,
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2008, Woodford, 2008), es necesario que el disefio o el uso de una nueva quinolona, intente
esquivar los mecanismos actuales de resistencia. En este sentido, durante los Ultimos afios, se
ha iniciado el desarrollo de nuevas quinolonas, algunas no fluoradas (Adam, 2009, Shopsin,
2004), con una mayor actividad frente a microorganismos especificos y/o con menor capacidad
de generacion de nuevas resistencias o con mejor perfil de seguridad (Strahilevitz, 2005,
Yamakawa, 2002).

111.3.10. Actividad global comparativa a quinolonas

Por otro lado, las fluoroquinolonas también se han convertido en antibiéticos importantes para
el tratamiento de infecciones sistémicas graves, en pacientes que requieran farmacos potentes,
por via oral o endovenosa (Jonas, 2001, Jones, 2002 y 2003, Keating, 2004, Lauderdale, 2010,
Milatovic, 2000, Shospin, 2004). El espectro de actividad de los nuevos antibidticos serd muy
relevante, ya que se puede enfocar su uso al tratamiento de infecciones especificas por S.
aureus u otros Gram-positivos, por Gram-negativos especificos, como los de algunas
infecciones respiratorias, a infecciones causadas, p.ej., por algunas especies de bacterias
anaerobias, o incluso, a algunas infecciones mixtas (Christiansen, 2004, Gemmel, 2006,
Shospin, 2004, Yun, 2002). Por este motivo, a pesar del abordaje inicial del desarrollo de este
compuesto como producto de uso tépico para el tratamiento de infecciones de piel y
estructuras asociadas, se explora su actividad frente a un amplio espectro de patdgenos
bacterianos que pueda identificar otros usos de interés.

Respecto a la actividad obtenida para nadifloxacino, ésta concuerda con el rango de la
publicada (Alba 2009, Nenoff 2004, Vogt, 1992), aunque solo se dispone de informacién para
Staphylococcus spp. y Propionibacterium spp. De manera general, se observa que, igual que
para ozenoxacino, la actividad de nadifloxacina es dependiente de la resistencia a otras
quinolonas debido a mutaciones en sus dianas (Oizumi, 2001), pero manteniendo una CMlg
del orden de 0,03-0,1 mg/L en cepas de S. aureus sensibles a ciprofloxacino, y entre 0,1y 0,4
mg/L para P. acnes.

En los resultados de este estudio se observa que, en ninguno de los casos, nadifloxacino
presenta mayor actividad que ozenoxacino, con CMI que difieren en 2-3 diluciones.

Los resultados obtenidos para ciprofloxacino y moxifloxacino concuerdan con los de la
bibliografia para las diferentes especies (Ednie 2003, Jacobs, 2004, Tanaka, 2002).

Al comparar los resultados de ozenoxacino, frente a Staphylococcus y Streptococcus spp., con
los de ciprofloxacino y moxifloxacino, en los dos subgrupos de cepas sensibles o resistentes a
ciprofloxacino, ozenoxacino es siempre mas activo que las dos quinolonas (entre uno y dos
o6rdenes de magnitud frente a moxifloxacino, y entre uno y tres frente a ciprofloxacino). Los
resultados para las fluoroquinolonas concuerdan con los reportados en la bibliografia (Hecht,
2003, Jones, 2008, Gordon, 2002, Tanaka, 2002). La menor actividad de las fluoroquinolonas
frente al género Enterococcus, dentro de las bacterias Gram-positivas, esta descrita y
concuerda con los resultados obtenidos (Jones, 2008, Tanaka, 2002, Tankovic, 1996), de las
24 cepas aisladas, 22 de ellas son resistentes a ciprofloxacino. Por las caracteristicas de
ozenoxacino, y en base a discusiones sobre la utilizacion de las nuevas quinolonas para el
tratamiento de infecciones por MRSA u otros gérmenes susceptibles, la potente actividad de
0zenoxacino, su baja resistencia cruzada con las otras quinolonas, y, su inexistente resistencia
cruzada con otros antibiéticos, la colocaria en un grupo de antibidticos cuyo uso seria
adecuado, bajo un seguimiento clinico de eficacia y no generacion de resistencias (Shopsin,
2004).

De las tres quinolonas testadas, con actividad muy similar, moxifloxacino es ligeramente mejor
frente a Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa; y frente a
Acinetobacter baumannii, destacar que ozenoxacino es la quinolona con mejor actividad, con
un rango de 0,06-32 mg/L, siendo todas las cepas testadas resistentes a ciprofloxacino. Los
resultados para ciprofloxacino y moxifloxacino concuerdan con los descritos en la bibliografia
(Gordon, 2002, Higgins, 2010), con ligeras diferencias que se explican por las diferencias en el
perfil de resistencias de las cepas testadas en los distintos estudios.
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La resistencia a quinolonas es frecuente en bacterias Gram-negativas (Hooper 2001,
Neuhauser, 2003); un 73% de las cepas de P. aeruginosa testada son resistentes a
ciprofloxacino, lo son también un 69% de las cepas de E. coli, un 27% de las de K. pneumoniae
y un 17% de las de E. cloacae. Para A. baumanii, nho hay ninguna cepa con CMI para
ciprofloxacino inferior a 128 mg/L. Frente a todas las cepas resistentes a ciprofloxacino,
también ozenoxacino y moxifloxacino pierden su actividad.

La actividad de ozenoxacino frente a las cepas de M. tuberculosis se encuentra dentro del
rango de la reportada para las fluoroquinolonas (Angeby, 2010), también independientemente
de la resistencia a rifampicina, isoniazida o estreptomicina. Los resultados para rifampicina,
como comparativo utilizado, se corresponden con los habituales para las cepas salvajes y para
las resistentes a distintos antibidticos (Angeby, 2010, Diratthakit, 2010).

Los resultados obtenidos para levofloxacino, frente a las diferentes especies de Chlamydia,
Mycoplasma, Ureaplasma y Legionella spp., coinciden con los reportados en la literatura, con
alguna ligera variaciéon en el rango de CMI (Garcia, 2000, Jonas, 2001, Nilius, 2002, Pereyre,
2004).
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CAPITULO IV. Actividad Bactericida y perfil en curvas de letalidad

En este capitulo se describe la evaluacion de la actividad bactericida de ozenoxacino, mediante
la determinacion de la ratio CMB/CMI (comparacién entre la concentracion minima bactericida y
la concentracién minima inhibitoria) y el estudio del perfil de ozenoxacino en las curvas de
letalidad frente a diferentes especies de bacterias Gram-positivas.

IV.1. MATERIALES Y METODOS

IV.1.1. Determinacion de la ratio CMB/CMI. Determinacién de las Concentraciones
Minimas Inhibitorias (CMI) y Concentraciones Minimas Bactericidas (CMB)

Para la valoracion de la relacion entre la CMI y la CMB de ozenoxacino, levofloxacino y
daptomicina frente a unas cepas seleccionadas de bacterias Gram-positivas, se determind, en
primer lugar, la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas bacterianas usando la
concentracibn minima inhibitoria por el método de microdilucion en medio liquido, y
posteriormente la concentracion minima bactericida por el método de dilucién en agar. A
continuacion se establecieron las CMlgg y las CMBgy, por especies o subgrupos de especies,
las ratios CMB/CMI para cada cepa, y finalmente, se calcularon los correspondientes
CMBgo/CMlg, por especies o0 subgrupo de especies, también.

IV.1.1.1. Microorganismos

El panel de cepas utilizado fue de 200 aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes Yy Streptococcus pneumoniae,
procedentes de la coleccion de cepas de Quotient Bioresearch Ltd., Microbiology (Gran
Bretafia):

Caracteristicas de las cepas utilizadas

# Cepas Especie # Cepas Fenotipo

21 Sensibles a meticilina

50 Staphylococcus aureus 20 Resistentes a meticilina
9 Susceptibilidad intermedia a vancomicina

. - 25 Sensibles a meticilina

50 Staphylococcus epidermidis 25 Resistentes a meticilina

50 Streptococcus pyogenes 33 Sen_sibles a eritrpmici.ng
17 Resistentes a eritromicina
18 Sensibles a penicilina

58 Streptococcus pneumoniae 16 Susceptibilidad intermedia a penicilina
16 Resistencia a penicilina

IV.1.1.2. Productos

Se utilizaron ozenoxacino (lote A07428E) y daptomicina (lote WS79348), suministrados por
Ferrer Internacional, y levofloxacino (lote 1425507), por Sigma Aldrich, Gillingham, Dorset,
GB.).

Las soluciones madres de los compuestos, 1.600 mg/L para ozenoxacino, 800 mg/L para
daptomicina y 12.800 mg/L para levofloxacino, se preparan igual que en el apartado 111.1.2.

Las diluciones en caldo Mueller Hinton ajustado con cationes (CAMHB) para los tres
antibidticos, se prepararon a 100x de las ensayadas.

Tabla IV.2 Productos utilizados y diluciones testadas
Antibiéticos Diluciones
Ozenoxacino 0,1 -1.600 mg/L
Levofloxacino 6 — 12.800 mg/L
Daptomicina 0,4 — 800 mg/L
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Después de preparar las microplacas, éstas se marcaron y congelaron a -75 + 7°C hasta su
utilizacion.

IV.1.1.3. Determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)

Las CMI se determinaron segun el método de microdilucion de acuerdo al Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009a), en CAMHB.

El caldo Mueller Hinton utilizado para la determinacién de las CMI de daptomicina se
suplementé con iones extra de Ca®* a 50 mg/L, a posteriori de la estimacién del contenido de
calcio inicial; y al caldo Mueller Hinton utilizado para el crecimiento de los estreptococcus se
afiadio sangre lisada de caballo.

Se controlé exactamente el inéculo de cada una de las cepas utilizadas, y se realizé, en el
mismo estudio, la determinacién de la CMB (CLSI, 2009b).

IV.1.1.4. Determinacion de las concentraciones minimas bactericidas (CMB)

La CMB se define como la concentracién de antimicrobiano que elimina el 99,9% de la
poblacion bacteriana inicial (CLSI, 2009b).

Después de determinar el valor de la CMI para cada cepa y antibidtico, se resiembran alicuotas
de todos aquellos pocillos en los que se observa inhibicién visible del crecimiento, para
determinar en cuales de ellos se ha eliminado hasta un 99,9% de la poblacién que se inoculé al
principio del ensayo. Se sembrd, con 10uL de cada uno de esos pocillos, una placa de Mueller
Hinton agar (suplementado con un 5% de sangre completa) para su recuento, tras una
incubacion de 48 horas. Para cada una de las cepas se determin6 como CMB aquella
concentracién de antibidtico que fue capaz de eliminar por completo el crecimiento bacteriano
0, que lo hizo en el 99% de las colonias, comparandolo con el inéculo inicial. Se determinaron,
ademas, las concentraciones de antimicrobianos que eliminaron al 90% y al 50% de las cepas
bacterianas (CMBgy Yy CMBs, respectivamente).

IV.1.1.5. Célculo de la ratio CMB/CMI

Para cuantificar la relacién entre la CMI y la CMB se divide el valor de la CMB, para cada cepa,
por su CMI, ese cociente es la ratio CMB/CMI que indicara la potencia de la actividad
bactericida, o por el contrario, la tolerancia de ozenoxacino y levofloxacino frente a las cepas
estudiadas (Montanari, 2001, Haas, 2010).

IV.1.2. Determinacién de la actividad bactericida de ozenoxacino _mediante curvas de
letalidad

El objetivo de este estudio es la determinacién de la capacidad bactericida o de letalidad de
ozenoxacino y de levofloxacino de acuerdo a la metodologia CLSI (CLSI, 2009b). Para el
estudio con curvas de letalidad se seleccionaron cepas con distintos fenotipos de resistencia de
entre los patégenos potencialmente causantes de SSSis.

IV.1.2.1. Cepas

Las especies bacterianas seleccionadas para este ensayo eran Gram-positivas, pertenecientes
a los géneros Staphylococcus y Streptococcus, con distintos perfiles de susceptibilidad y
resistencia a meticilina, levofloxacino, vancomicina y penicilina. Todas las cepas procedian de
la coleccion microbioldgica de Quotient Bioresearch Ltd. (Gran Bretafia).
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Tabla IV.3 Descripcidn cepas utilizadas en la determinacién de curvas de letalidad
Patégeno ID # Fenotipo
3 Resistente a meticilina Sensible a levofloxacino
Staphylococcus aureus 25 Sens?ble a met?c?lina Resis_tente a Ievofloxgcino
38 Sensible a meticilina Sensible a levofloxacino
46 Sensibilidad intermedia a vancomicina Sensible a levofloxacino
Staphylococcus epidermidis 56 Sen;ible a metici_lir_lg Resis:tente a Ievofloxgcino
80 Resistente a meticilina Sensible a levofloxacino
Streptococcus pneumoniae 103 Sen_sible a penici_lir_lz_i Sens@ble a Ievofloxacino
145 | Resistente a penicilina Sensible a levofloxacino
Streptococcus pyogenes 155 Senfs,ible a eritrgmicipg Sengible a Ievofloxacing
190 Resistente a eritromicina Resistente a levofloxacino

IV.1.2.2. Productos

Ozenoxacino (lote A07428E, Ferrer Internacional SA) y levofloxacino (lote 1425507, Sigma
Aldrich, Gillingham, Dorset, GB.).

Las soluciones madres de los compuestos, 1.600 mg/L para ozenoxacino y 12.800 mg/L para
levofloxacino, se preparan igual que en el apartado IIl.1.2.

IV.1.2.3. Medio de cultivo

Se utiliz6 como medio de cultivo caldo Mueller Hinton ajustado con cationes (CAMHB: BBL
Mueller Hinton Broth Il supplied de Becton Dickinson UK Ltd. (Oxford Science Park, Oxford,
GB, OX4 4DQ). La sangre de caballo era de TCS Biosciences Ltd. (Botolph Claydon. GB).

IV.1.2.4. Método de determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)

La determinacion previa de las CMI, para definir la concentraciones adecuadas a utilizar en
este ensayo, se realizaron utilizando el método de macrodiluciéon en medio liquido (volumen
final 1mL) (CLSI, 2009a).

IV.1.2.5. Método de determinacién de velocidad de curvas de letalidad bacteriana

Las curvas de letalidad de ozenoxacino y levofloxacino se realizaron siguiendo la metodologia
del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009b).

Las concentraciones testadas fueron dos, cuatro y ocho veces la concentraciébn minima
inhibitoria (2x, 4x y 8x CMI) de cada cepa, y los recuentos de viables se realizaron, ademas de
a tiempo cero, a1 hora, 3 horas, 6 horas y 24 horas del inicio del ensayo.

Los cultivos se prepararon inoculando colonias, a partir de una placa de pureza recién
preparada, en 3 mL de caldo, e incubando durante una noche a 35+1°C. Debido a la autolisis,
los cultivos de S. pneumoniae se prepararon a una densidad equivalente al estandar
McFarland 0,5, a partir de las placas de pureza, en 3 mL de caldo sin incubacion, durante una
noche. Ambos métodos produjeron un inéculo de aproximadamente 10° UFC/mL.

El cultivo de 3 mL fue luego afiadido a 18 mL de caldo, e incubado durante 1,5 horas mas, a
37°C en un bafio maria, para alcanzar la fase de crecimiento logaritmico.

Los cultivos en fase de crecimiento logaritmico fueron posteriormente diluidos 10 en 20 mL de
caldo conteniendo 2, 4 u 8 veces la CMI de cada uno de los antibidticos y, también, en medio
libre de los mismos (indculo inicial de aproximadamente 10>° UFC/mL). Todos los cultivos
fueron incubados 24 horas en un bafio maria.
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Se tomaron muestras de 1 mL a intervalos de 1, 3, 6 y 24 horas, y tras un doble lavado por
centrifugacién y reemplazo con medio libre de antibiéticos, se subcultivaron en placas con
medio libre de antibiéticos para verificar el recuento viable total. Las placas control se
incubaron a 35+1°C durante 24h, y el resto de las placas durante 48h. A continuacion, se
realiz6 el recuento de viables, cuyos resultados se representan graficamente respecto al
tiempo, en el apartado siguiente.
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IV.2. RESULTADOS

IV.2.1. Determinacién CMI, CMB vy ratio CMB/CMI

Se han determinado las CMI y las CMB individuales para cada una de las 200 cepas de
bacterias Gram-positivas ensayadas, y los resultados para ozenoxacino, levofloxacino y
daptomicina se presentan, en las tablas siguientes, como CMlgy, CMBg Y ratios CMBgo/CMlg,.
Los resultados se han agrupado por especie, y por los distintos perfiles de susceptibilidad o
resistencia a algunos antibiéticos, incluido levofloxacino, dentro de cada especie. Las cepas en
las que se ha detectado una mayor ratio CMBg/CMIlg, que ha sido de 4, se presentan y
analizan, por separado, en la Ultima tabla de esta seccién, la tabla IV.9.

Tabla V.4 CMIlgo, CMBgo y ratio CMBgo/CMlgo de ozenoxacino frente a las diferentes especies
Ozenoxacino
Cepas
CMIlgo mg/L CMBgo mg/L Ratio CMBgo:CMlgg

Staphylococcus aureus MS & MR

& VI (n=50) 0,06 0,12 2
Staphylococcus epidermidis MR &

MS (n=50) 0,06 0,12 2
Streptococcus pyogenes EryS &

EryR (n=50) 0,03 0,03 1
Streptococcus pneumoniae PS &

PR (n=50) 0,015 0,03 2

MS: sensible a meticilina, MR: resistente a meticilina, VI: sensibilidad intermedia a la vancomicina, EryS: sensible a eritromicina, EryR:
resistente a eritromicina, PS: sensible a penicilina, PR: resistente a penicilina.

En la tabla IV.4 se observan las CMlg, y CMBygy, Y la ratio entre ellas, para ozenoxacino frente a
las diferentes especies, englobando los distintos perfiles de susceptibilidad y resistencia.
Ozenoxacino ha presentado valores bajos para ambos parametros y su ratio CMBgy:CMlgy ha
fluctuado entre 1y 2, para las cepas de las cuatro especies bacterianas estudiadas.

CMilg y CMBgo de ozenoxacino, levofloxacino y daptomicina frente a todos los
Tabla IV.5 subgrupos de cepas de S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes y S.
pneumoniae.

Cepas Fenotipo n Ozenoxacino Levofloxacino Daptomicina
CMlg CMBgo CMlgo CMBgo CMlgg CMBgo
S. aureus MS 20 0,02 0,06 4,4 5,2 0,5 1
S. aureus MR 21 0,06 0,12 16 32 1 1
S. aureus VI 9 0,07 0,12 8 9,6 1 1
S. epidermidis MS 25 0,06 0,10 6,4 8 1 1
S. epidermidis MR 25 0,06 0,10 80 80 1 1
S. pyogenes ES 33 0,01 0,03 0,5 0,5 0,06 0,06
S. pyogenes ER 17 0,03 0,03 0,7 1 0,25 0,25
S. pneumoniae PS 18 0,02 0,02 0,65 1 0,25 0,325
S. pneumoniae Pl 16 0,01 0,02 0,5 0,5 0,5 0,5
S. pneumoniae PR 16 0,05 0,05 25 4,5 0,5 0,5

Como se observa, en la tabla V.5, ozenoxacino ha sido el producto frente al que las cepas han
presentado unas CMlgy y unas CMBg, mas bajas, en cada uno de los fenotipos, seguido de
daptomicina y, a bastante distancia, de levofloxacino.
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Los rangos, para los tres antibioticos, en cada subgrupo de especies, se observan en la tabla
IV.6.

Rangos de CMIg y CMBgo de ozenoxacino, levofloxacino y daptomicina frente a

Tabla IV.6 todos los subgrupos de cepas de S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes y S.
pneumoniae.
Ozenoxacino Levofloxacino Daptomicina
Cepas (n) rango CMI rango CMB raénMglo rér':/lg; r%nl\%lo rgr':/lgBo
S. aureus MS (20) <=0,0005-0,06 | <=0,0005-0,06 0,06-16 0,06-32 0,25-1 0,25-1
S. aureus MR (21) <=0,0005-0,06 0,001-0,12 0,06-128 0,12-128 0,25-2 0,25-2
S. aureus VI (9) 0,002-0,12 0,004-0,12 0,12-8 0,12-16 0,5-4 0,5->4
S. epidermidis MS (25) 0,001-0,5 0,002-1 0,06-128 0,12-128 0,06-1 0,12-1
S. epidermidis MR (25) 0,001-1 0,001-1 0,06-128 0,12-128 0,5-1 0,5-1
S. pyogenes ES (33) 0,004-0,03 0,008-0,06 0,25-2 0,25-2 0,06-,25 0,06-0,5
S. pyogenes ER (17) 0,008-0,03 0,008-0,03 0,12-1 0,25-2 0,008-0,25 | 0,008-0,25
S. pneumoniae PS (18) 0,008-0,25 0,008-0,5 0,25-16 0,25-32 0,12-0,5 0,12-0,5
S. pneumoniae Pl (16) 0,004-0,008 0,008-0,015 0,25-0,5 0,25-1 0,12-0,5 0,12-0,5
S. pneumoniae PR (16) 0,008-0,12 0,008-0,25 0,25-0,5 0,25-1 0,25-0,5 0,25-0,5

Se observa en la tabla IV.6, que los valores extremos de CMI para ozenoxacino han sido
destacadamente inferiores que para levofloxacino y daptomicina, especialmente para S. aureus
y S. pneumoniae. Levofloxacino ha sido el producto frente al que las cepas han presentado
menor susceptibilidad, y esto se ha reflejado, también, en valores de CMB o mas elevados, o
inexistentes, para las cepas que son resistentes a levofloxacino; esto ha ocurrido en cada una
de las especies y subgrupos, estudiados. En cambio, para ozenoxacino no ha habido ninguna
cepa con una CMI o CMB superior a 1 mg/L, aunque los valores de CMIg, hayan sido algo
superiores a los reportados en el capitulo Ill. Con levofloxacino y daptomicina, también se
observa que los rangos de los valores de CMI y CMB son muy similares, aunque ambos
productos, presentan mejores valores para los estreptococos que no para los estafilococos.

Ratio CMBgo/CMlgo de ozenoxacino, levofloxacino y daptomicina frente a
Tabla IV.7 las cepas de S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes y S. pneumoniae,
or subgrupos.
Ratio CMBgo/CMlgg
Cepas Fenotipo n . . -
Ozenoxacino | Levofloxacino | Daptomicina
S. aureus MS 20 3,00 1,18 2,00
S. aureus MR 21 2,00 2,00 1,00
S. aureus VI 9 1,67 1,20 1,00
S. epidermidis MS 25 1,60 1,25 1,00
S. epidermidis MR 25 1,60 1,00 1,00
S. pyogenes ES 33 3,48 1,00 1,00
S. pyogenes ER 17 1,00 1,43 1,00
S. pneumoniae PS 18 1,30 1,54 1,30
S. pneumoniae Pl 16 1,88 1,00 1,00
S. pneumoniae PR 16 1,00 1,80 1,00

Como se puede observar, en la tabla IV.7, todas las ratios CMBg,/CMlg, para los tres productos
han estado por debajo de 4, limite descrito para los antibioticos bactericidas, en los que su
CMB es no mas de cuatro veces su CMI. Las ratios, para ozenoxacino frente a los distintos
subgrupos de cepas, han sido de entre 1 y 3,5 diluciones, por lo que se confirma la actividad
bactericida de ozenoxacino. Levofloxacino presenta una buena actividad bactericida frente a
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las cepas evaluadas de S. pyogenes y S. pneumoniae, no resistentes a penicilina, con CMBg,
inferiores o iguales a 1 mg/L

A continuacién, en la tabla V.8, se tabulan, por separado, las ratios CMBg/CMIlg para las
cepas en funcién de su sensibilidad o resistencia a levofloxacino.

Rangos de Ratios CMBgo/CMIlg para los distintos grupos de cepas,
Tabla IV.8. S . . -
subdivididos en sensibles y resistentes a levofloxacino.
. Rango ratio CMB/CMI
Cepas Fenotipo n - - —
Ozenoxacino | Levofloxacino | Daptomicina

MS levoS 16 1-4 1-2 1-2

MS levoR 4 1-4 1-4 1

MR levoS 5 1-2 1-2 1

S. aureus

MR levoR 16 1-2 1-2 1

VI levoS 2 1-2 2 1
VI levoR 7 1-2 1-2 1-2
MS levoS 21 1-2 1-4 1-2

. . MS levoR 4 2 1-2 1

S. epidermidis

MR levoS 16 1-4 1-2 1

MR levoR 9 1-2 1 1
PS levoS 17 1-2 1-2 1-2

PS levoR 1 2 2 1
i Pl levoS 16 1-2 1-2 1-2
S. pneumoniae

Pl levoR 0 - - -

PR levoS 14 1-2 1-2 1

PR levoR 2 1-2 1-2 1
EriS levoS 33 1-2 1-2 1-2

EriS levoR 0 - - -

S. pyogenes .

EriR levoS 17 1-2 1-2 1-2

EriR levoR 0 - - -

En la tabla 1V.8 se observa que, para ninguna de las cepas, la ratio CMBg,/CMlg, ha resultado
superior a 4, y mayoritariamente ha sido de entre 1-2 (82%) para las quinolonas, mientras que
para daptomicina, el 60% de las cepas han presentado una ratio igual a uno, y
aproximadamente el 40% restante, entre 1-2.

Tabla IV.9 Cepas con ratio de CMB/CMI = 4 para ozenoxacino o levofloxacino.
Cepas Fenotipo Ozenoxacino ratio
CMI CMB CMB/CMI
S. aureus 32 MS levo S 0,001 0,004 4,00
S. aureus 33 MS levo S <=0,0005 0,002 4,00
S. aureus 31 MS levo R 0,015 0,06 4,00
S. epidermidis 95 MR levo S 0,015 0,06 4,00
Cepas Fenotipo Levofloxacino ratio
CMI CMB CMB/CMI
S. aureus 41 MS levo R 8 32 4,00
S. epidermidis 52 MS levo S 0,125 0,5 4,00
S. epidermidis 54 MS levo S 0,125 0,5 4,00
MS: sensible a meticilina, MR: resistente a meticilina, levoS:sensible a levofloxacino y levoR: resistente a levofloxacino.
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En la tabla anterior se detallan aquellas cepas con ratio CMB/CMI igual a 4 para ozenoxacino,
se observa que los valores individuales, tanto de CMI como de CMB, han sido muy reducidos,
esto se traduce en que se ha obtenido la eliminacién del 99,9% del indculo bacteriano con una
concentracién de entre 0,002 y 0,06 mg/L de producto.

En el caso de levofloxacino, se detectan, con ratios de CMB/CMI de 4, una cepa MSSA y dos

MSSE (ambas levoS). Se observa que, una de las cepas de MSSA es resistente a
levofloxacino y las otras dos, MSSE, poseen una CMB de 0,5 mg/L.

IV.2.2 Curvas de letalidad

IV. 2.2.1. Determinacion de las CMI:

Actividad de ozenoxacino y levofloxacino frente a las cepas que se utilizan en las
Tabla IV.10 .
curvas de letalidad
) CMI (mg/L)
Patégeno ID Fenotipo
OZN LEV
S. aureus 3 Resistente a meticilina 0,002 0,25
S. aureus 25 Sensible a meticilina / Resistente a levofloxacino 0,03 4
S. aureus 38 Sensible a meticilina 0,004 0,12
S. aureus 46 Sensibilidad intermedia a vancomicina 0,004 0,25
S. epidermidis 56 Sensible a meticilina / Resistente a levofloxacino 0,12 8
S. epidermidis 80 Resistente a meticilina 0,015 | 0,25
S. pneumoniae 103 Sensible a penicilina 0,06 0,5
S. pneumoniae 145 Resistente a penicilina 0,03 0,5
S. pyogenes 155 Sensible a eritromicina 0,015 0,5
S. pyogenes 190 Resistente a eritromicina 0,06 0,5

Las CMI para ozenoxacino (OZN) y levofloxacino (LEV), de las cepas que se han utilizado para
los experimentos de determinacién de curvas de letalidad, se presentan en la tabla IV.10. Las
CMI de las cepas para ozenoxacino han sido muy bajas, entre 0,002 y 0,12 mg/L, mientras que
para levofloxacino, se han seleccionado dos cepas resistentes (S. aureus 25 y S. epidermidis
56), y las ocho restantes, con un rango entre 0,25 y 0,5 mg/L.

Se puede observar que, en todos los casos, ozenoxacino ha sido entre 3 y 7 diluciones mas
activo que levofloxacino.

VI. 2.2.2. Curvas de letalidad:

Los resultados se presentan, en forma de graficas, para las distintas especies bacterianas cepa
por cepa, en las figuras IV.1- IV.10. Una letalidad bacteriana significativa se considera como

aquella que consigue una reduccion de 3 logaritmos en el recuento de viables, y se refleja, en
cada una de las figuras, como una linea punteada.
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Figura IV.1: Actividad bactericida de ozenoxacino y levofloxacino frente a la cepa de S. aureus 3 (MRSA 'y
sensible a levofloxacino).
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Frente a la cepa MRSA, levofloxacino, a todas las concentraciones testadas, y ozenoxacino, a
4x y 8x su CMI, han sido capaces de reducir el recuento de viables en 3 logs dentro de las 3
primeras horas de incubacion (Fig. 1V.1). La actividad bactericida (killing) de ozenoxacino ha
sido similar a la de levofloxacino, excepto para ozenoxacino a 2x su CMI, y tras 24h de
incubacion a 4x su CMI, donde ha habido un cierto aumento de viables. Estos resultados se
han producido, con las concentraciones testadas para levofloxacino 125-veces (7 diluciones)

mas elevadas que las de ozenoxacino, recordamos sus CMI de 0,002 mg/L para ozenoxacino y
0,25 mg/L para levofloxacino.

Figura IV.2: Actividad bactericida de ozenoxacino y levofloxacino frente a la cepa de S. aureus 25 (MSSA
y resistente a levofloxacino).
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Figura IV.3: Actividad bactericida de ozenoxacino y levofloxacino frente a la cepa de S. aureus 38 (MSSA
y sensible a levofloxacino).
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Con las dos cepas MSSA, tanto la resistente como la sensible a levofloxacino (Figs IV.2 y IV.3),
se observé una actividad bactericida (killing) de ozenoxacino similar a la obtenida frente a la
cepa MRSA, sensible a levofloxacino (Fig. IV.1).

Es de destacar que la actividad de levofloxacino frente a la cepa 25 (Fig. IV.2) es menor a 8x
CMI que a 4x CMI, que a su vez, es menor que a 2x CMI. Si la diferencia entre concentraciones
fuera mas elevada se podria atribuir al efecto paraddjico que ha sido descrito con anterioridad
para quinolonas (Lewin, Hooper 2001 CID). No se han observado resultados similares con

ozenoxacino, la concentracién x8 CMI posee una mayor actividad bactericida que la x4 CMI, y
ésta mayor que la x2 CMI.

En las curvas de letalidad con la cepa S. aureus 38 se observa un aumento del recuento de
viables en el punto 24 horas, con levofloxacino a todas las concentraciones, y con ozenoxacino
a 2x y 4x CMI, mientras que no, a 8x su CMI (Fig. IV.3).

Figura IV.4: Actividad bactericida de ozenoxacino y levofloxacino frente a la cepa de S. aureus 46 (VISAy
sensible a levofloxacino).

10°- /.
o
E 10
e
13
-
c =i~ Control
g / -8~ 0ze 2x MIC
5 =7~ Oze 4x MIC
- = Oze 8x MIC
© 103 -8~ Lev2xMIC
> A— —¥—Lev4x MIC
=~ Lev8xMIC
== 3-log limit
i
100 T 1 J
0 3 6 24
Time (h)

247



Capitulo IV. Actividad bactericida y perfil en curvas de letalidad
Apartado IV.2. RESULTADOS

Ozenoxacino a 2x y 4x su CMI no fue bactericida frente a la cepa de S. aureus con sensibilidad
intermedia a la vancomicina, mientras que si lo fue a la concentracién de 8x CMI a las 3h (Fig.
IV.4). El valor de 8x CMI a ozenoxacino es de 0,03 mg/L, que es una concentracion muy baja.
Levofloxacino fue mas bactericida que ozenoxacino, proporcional al valor de su CMI y en
tiempo, pero, esto simplemente puede reflejar la mayor concentracion testada de levofloxacino
(2 mg/L), debido a su mayor CMI respecto a ozenoxacino, siempre con concentraciones
testadas bastante mas bajas. Con la cepa VISA, las CMI para levofloxacino son 62 veces (6
diluciones) mas elevadas que para ozenoxacino, 2 mg/L vs 0,032 mg/L.

Figura IV.5: Actividad bactericida de ozenoxacino y levofloxacino frente a la cepa de S. epidermidis 56
(MSSE vy resistente a levofloxacino).
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Figura IV.6: Actividad bactericida de ozenoxacino y levofloxacino frente a S. epidermidis 80 (MRSE y
sensible a levofloxacino).
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La actividad bactericida de ambas quinolonas fue similar entre las dos cepas de S. epidermidis
investigadas (Figs IV.5 y IV.6), siendo ozenoxacino a 2x CMI no bactericida frente a una de
ellas, la MSSE vy resistente a levofloxacino (Fig. IV.5), y levofloxacino siendo no bactericida a 2x
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su CMI frente a la otra, MRSE y sensible a levofloxacino (Fig. IV.6). Tanto ozenoxacino como
levofloxacino fueron menos rapidamente bactericidas frente a las cepas de S. epidermidis
(Figs. IV.5 & IV.6) que frente a las cepas de S. aureus (Figs. 1V.1-4), ya que a las 3h de
incubacion el efecto bactericida era justo de 3 logs para sélo x4 y x8 CMI, de ozenoxacino para
una cepa, y de ozenoxacino y levofloxacino, para la otra cepa. Tampoco en este caso se
observa correlacion de la actividad bactericida con el fenotipo de resistencia de las cepas.

Figura IV.7: Actividad bactericida de ozenoxacino y levofloxacino frente a la cepa de S. pneumoniae 103
(PenS y sensible a levofloxacino).
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La cepa de neumococo sensible a penicilina fue clarisimamente eliminada por ozenoxacino a

todas las concentraciones testadas (2x, 4x y 8x su CMI), y por levofloxacino a 4x y 8x su CMI
(Fig. IV.7).

Figura IV.8: Actividad bactericida de ozenoxacino y levofloxacino frente a la cepa de S. pneumoniae 145
(PenR y sensible a levofloxacino).
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La segunda cepa de neumococo testada era resistente a penicilina (y sensible a quinolonas) y
fue eliminada a todas las concentraciones de ozenoxacino testadas y, a las de 4x y 8x la CMI
de levofloxacino (Fig. IV.8). Estos resultados sugieren que la actividad bactericida de las
quinolonas frente a cepas de S. pneumoniae puede ser bastante variable, pero parece
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independiente de la sensibilidad o resistencia a penicilina. Se observa, en las curvas controles
de las cepas de S. pneumoniae, que en la fase final de su crecimiento (entre 6 y 24h) hay una
disminucién del recuento de viables, debido al proceso de autolisis caracteristico.

Figura IV.9: Actividad bactericida de ozenoxacino y levofloxacino frente a la cepa de S. pyogenes 155
(EryS sensible a levofloxacino).
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Figura IV.10: Actividad bactericida de ozenoxacino y levofloxacino frente a la cepa de S. pyogenes 190
(EryR sensible a levofloxacino).
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Las dos cepas de S. pyogenes fueron mas resilientes a la acciéon bactericida, tanto de
levofloxacino como de ozenoxacino. Se destaca que, frente a una de las cepas (Fig.1V.9), la
sensible a eritromicina, ninguna de las dos quinolonas fue bactericida. Frente a la otra cepa de
S. pyogenes, la resistente a eritromicina (Fig.lV.10), fue necesaria una exposicion de 24 h a
ozenoxacino (a todas las concentraciones x2, x4 y x8 CMI), o a levofloxacino (sélo a 8x CMI),
para conseguir una disminucion de 3 logaritmos en el recuento de viables.
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Como ya se ha mencionado, se definen los antibidticos bactericidas como aquellos en los que
el valor de su CMB no es mayor de cuatro veces el de su CMI (Alés, 2003, Eliopoulos, 1984,
Hooper, 2001), por lo que ozenoxacino se comporta, claramente, como un antibidtico
bactericida, con ratios CMBgy/ CMIgg entre 1y 2, para las cepas de S. aureus, S. epidermidis,
S. pyogenes y S. pneumoniae.

Al desglosar los resultados para los subgrupos de cepas en funciébn de su perfil de
susceptibilidad/resistencia a meticilina, vancomicina, eritromicina, penicilina y levofloxacino se
observa que ozenoxacino es el antibiético mas potente, y con menores CMBygg, en todos los
subgrupos, seguido de daptomicina y de levofloxacino.

Por otro lado, las cepas de estafilococos son mayoritariamente resistentes a levofloxacino, con
unos valores de CMlg entre 4 y 80 mg/L, y CMBygg, también, elevadas; de esta manera,
aunque su ratio CMB/CMI no supere el valor de 4, la potencia bactericida de levofloxacino
frente a estafilococos evaluados pierde relevancia.

Con levofloxacino y daptomicina, también se observa que los rangos de los valores de CMIy
CMB son muy similares, aunque ambos productos presentan mejores valores para los
estreptococos que no para los estafilococos. El hecho que ozenoxacino presente mejor y mas
homogénea actividad bactericida frente tanto a estafilococos como estreptococos le posiciona
mejor como antibidtico para el tratamiento de infecciones causadas, mayoritariamente, por
ambos gérmenes como las SSSls (Boon, 1987, Bowler, 2001, Perera, 2005).

Para los tres antibidticos y los diferentes subgrupos de cepas, se puede observar que hay muy
poca diferencia entre los valores de CMIlgg y CMBygg, presentando unas ratios muy pequefias.
Una ventaja adicional al potencial bactericida de un antibiético, es, como le ocurre a
ozenoxacino, la baja concentracion que implica su CMB, ya que es necesaria muy poca
concentracién de producto para ejercer su accion bactericida sobre la poblaciéon bacteriana
responsable de la infeccion (Gisby, 2000, Stevens, 2005).

Ozenoxacino y daptomicina no han visto afectada ni su potencia ni su actividad bactericida
frente a las cepas de Staphylococcus o Streptococcus que presentan resistencia a meticilina,
vancomicina, levofloxacino, eritromicina o penicilina. Daptomicina mantiene unos valores de
CMI por debajo o igual a 0,5-1 mg/L, mientras que para ozenoxacino son entre 10 y 50 veces
inferiores.

Evaluando la amplitud de las ratios CMB/CMI para cada antibiético frente las cepas de S.
aureus, S. epidermidis, S. pyogenes y S. pneumoniae con distintas resistencias, se observa
que siendo para todos inferior a 4, ozenoxacino es el producto que en el que oscila mas. Como
se ha mencionado anteriormente, el hecho que los valores, tanto de CMI como de CMB, para
ozenoxacino sean muy bajos para algunas cepas, conduce a que la ratio CMB/CMI sea
cercana a 4, especialmente, en algunas de las cepas que tienen menores CMI (Lewin, 1991,
Morrissey, 2010).

Los resultados de ratio CMB/CMI para daptomicina obtenidos en este estudio, coinciden con
los descritos en la bibliografia (Akins, 2000, Fuchs, 2002, Murillo, 2007).

Al analizar las cepas en funcidén de su susceptibilidad o resistencia a levofloxacino, se observa
que, las cepas con ratios de 4 para ozenoxacino son cepas MSSA (dos levoS y una levoR) y un
MRSE (levoS). Estas cepas son muy sensibles a ozenoxacino, y, a concentraciones de entre
0,002-0,06 mg/L ya se obtiene la eliminacién del 99,9% del inoculo bacteriano.

En el caso de levofloxacino, se detectan, con ratios de CMB/CMI de 4, una cepa MSSA y dos
MSSE (ambas levoS). No se puede extraer ninguna conclusién de qué caracteristicas comunes
pueden presentar el 2% de cepas marginales, frente a las que ozenoxacino y levofloxacino,
aln siendo bactericidas, presentan un ratio CMB/CMI de 4, y no de entre 1 y 2, como la
mayoria.

En resumen, las caracteristicas mas destacables de ozenoxacino, a partir de la determinacién
de las CMB, son, ademas de su destacada potencia (CMI), su actividad bactericida frente a las
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especies patdgenas mas relevantes en el caso de las infecciones de SSSis, hecho que permite
suponer una mayor eficacia, en la erradicacion de este tipo de infecciones. (Bowler, 2001,
Shawar, 2009). La ratio entre las CMB y las CMI, de entre 1 y 4, para las especies de bacterias
Gram-positivas testadas, confirman la actividad bactericida in vitro de ozenoxacino. Tampoco
se ha detectado correlacion aparente entre las ratios CMB/CMI, para ozenoxacino, y la
resistencia a meticilina, penicilina, eritromicina ni levofloxacino, por lo que su elevada actividad
bactericida se mantiene incluso frente a cepas resistentes. El incremento de patégenos
resistentes a antibiéticos presentes en las infecciones de SSSIs permite posicionar a
0zenoxacino como antibiético tépico valioso, por su actividad bactericida, para su erradicacion
(Chambers, 2005, Gupta, 2007, Patel, 2008, Perera, 2005, Stevens, 2005).

Los valores de CMB de ozenoxacino, para las especies de bacterias Gram-positivas testadas,
son valores muy bajos (por debajo de 1 mg/L), por lo que se espera que sean, facilmente
alcanzables por los niveles de producto en el lugar de la infeccién.

Respecto a la evaluacion del producto en los ensayos de curvas de letalidad, trabajos previos
indican que las fluoroquinolonas, en general, son rapidamente bactericidas, con CMB de 1 a 4
veces el valor de la CMI (Alds, 2003, Eliopoulos, 1984, Hooper, 2001), aunque también hay
compuestos que presentan, frente a determinadas cepas, un efecto de tolerancia (ratio >32) a
concentraciones muy elevadas de producto; la tolerancia implica que el microrganismo es
capaz de evadir la accién letal del agente antimicrobiano (Drlica 2008, Hooper, 2001, Lewin,
1991, Morrissey, 1997, Wolfson, 1989).

En general, ozenoxacino ha demostrado una potente actividad bactericida dependiente de
concentracion frente a las cepas de S. aureus y de S. pneumoniae, aunque se ha probado sélo
hasta 8 veces el valor de la CMI. En cambio, se ha observado una lenta actividad bactericida
frente a S. pyogenes a las 24h, mientras que, la maxima actividad bactericida, para las cepas
de S. aureus, S. epidermidis y S. pneumoniae se ha obtenido entre 3 y 6 horas (Drlica, 2008).
Sera importante evaluar la concentracion preventiva de aparicion de mutantes del producto,
para poder valorar adecuadamente las posibilidades del producto.

La resistencia a la meticilina en estafilococos, a la penicilina en neumococos y a la eritromicina
en S. pyogenes no ha afectado a la actividad de ozenoxacino. Tampoco ozenoxacino ha
perdido su actividad bactericida frente a aquellas cepas de MSSA y MSSE resistentes a
levofloxacino, en comparacion a las que eran sensibles a levofloxacino. Esta descrito en la
bibliografia, que a algunas quinolonas las distingue su habilidad para retener su efecto
bactericida frente a mutantes resistentes (Hooper 2001), esto puede ser una ventaja relevante
den el tratamiento de infecciones causadas por patégenos resistentes (Chambers, 2005,
Gupta, 2007, Patel, 2008).

Se observa que hay una disminucién del recuento de viables en la fase final del crecimiento (6-
24h) de las curvas controles de S. pneumoniae, esto se ha asociado en trabajos previos al
proceso de autolisis caracteristico (Garcia, 1999, Tomasz, 1970). Entre los diversos factores
implicados en esta fase de autolisis, aunque no perfectamente conocidos, estaria la
acidificacion del medio de cultivo por el crecimiento anaerébico de S. pneumoniae (Restrepo,
2005). Se considera que este hecho no ha interferido en la evaluacién de la potente actividad
bactericida de ozenoxacino, que se consigue mayoritariamente a las 3 horas, ni en la de
levofloxacino, excepto en la concentracion de x2 su CMI.

Por otro lado, un fendmeno relacionado con la exposicion de las bacterias a un antimicrobiano
es la modificacion temporal de su sensibilidad. Puede ocurrir que las bacterias, después de
haber sido sometidas a concentraciones elevadas de un antibiético, que sean temporalmente o
mas sensibles, o por el contrario, se muestren mas resistentes al mismo. Como se observa en
algunas de las curvas de letalidad en estafilococos, entre las 6 y las 24h aumenta el recuento
de colonias. Podria tratarse de persistencia, que es un subtipo de resistencia, dificil de evaluar
en algunos casos, ya que normalmente suele perderse este fenotipo al re-evaluar la CMI de
colonias procedentes del cultivo a las 24h, como se ha descrito en la bibliografia (Balaban,
2004, Craig, 1990, Udekwu 2009), aunque serian necesarios estudios confirmatorios
adicionales.
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Los resultados muestran que la actividad bactericida de ozenoxacino a 8x CMI ha sido similar a
la de levofloxacino. Sin embargo, a 4x la CMI de levofloxacino, y especialmente a 2x CMI,
levofloxacino ha sido mas activo que ozenoxacino. Es importante destacar que los
experimentos de curvas de letalidad a muy bajos submultiplos de la CMI, o a muy bajas CMI,
como ocurre con ozenoxacino, pueden ser dificiles de valorar (Mouton, 2005, Udekwu, 2009).
Ademas, se destaca que, en concentracidn absoluta, ozenoxacino es considerablemente mas
potente que levofloxacino; se estdn comparando CMB de entre 0,016 y 1 mg/mL para
ozenoxacino, con entre 1 y 64 mg/L para levofloxacino, en una franja peligrosa tanto de
resistencia bacteriana como de consecucién de niveles suficientes de antibiético. Por ello,
estos experimentos, que se basan en mdultiplos de la CMI, con CMI tan dispares, pueden
infravalorar la potencia bactericida real de ozenoxacino, con unas CMI muy bajas.

Resultaria interesante ensayar la actividad bactericida de ozenoxacino en un mayor rango de
concentraciones a un tiempo fijo (p.ej. 3h), y a diferentes indculos bacterianos (Craig, 1990,
Mouton, 2005). Esto podria evaluar mejor la posibilidad de una superior actividad bactericida de
ozenoxacino, en comparacion a levofloxacino, y podria ser mas representativo de las
concentraciones clinicas (Mouton, 2005, Udekwu, 2009).

Se considera que, con las concentraciones elevadas que se podrian alcanzar en los lugares de
infeccion en infecciones de piel y estructuras relacionadas, es esperable clinicamente el
potente efecto bactericida de ozenoxacino, aunque seria adecuado descartar un posible efecto
paraddjico a concentraciones elevadas, como se ha descrito que ocurre para otras quinolonas.
Para su posible uso sistémico, su actividad bactericida en su lugar de accion estaria,
I6gicamente, supeditada a los niveles de producto alcanzado, pero las bajas CMB siguen
siendo una buena ventaja para ozenoxacino.

Los resultados de las curvas de letalidad, para ozenoxacino, concuerdan con los de la Unica
cepa de S. aureus publicada, sensible a meticilina y a ciprofloxacino (Yamakawa, 2001). La
actividad bactericida de ozenoxacino se identifica a las 2h (reduccién de 3,2 logaritmos), a las
concentraciones superiores a 4xCMI (testadas hasta x32), mientras que a 2xCMI consigue una
reduccién del inoculo inicial de 2,5 logaritmos. En nuestro estudio, para la cepa equivalente S.
aureus 38 y al tiempo 2h, a x2CMI se consigue una reduccién de 2 logaritmos, y a x4 y x8 la
CMI de ozenoxacino, se obtienen entre 3 y 3,9 logaritmos de reduccion. En la bibliografia se
reporta sélo el tiempo 2h, por lo que no se pueden contrastar los datos entre 6 y 24 horas
obtenidos en nuestro estudio.

Respecto a los resultados publicados para levofloxacino (Noviello, 2003) para las cepas de S.
aureus, sensibles y resistentes a meticilina, se reporta que levofloxacino posee efecto
bactericida a x4 CMI a tiempos cortos, nuestros datos coinciden, aunque para MRSA se
avanzan ligeramente (3h). Para las cepas de S. pneumoniae, sensibles y resistentes a
penicilina, en la bibliografia se reporta actividad bactericida para levofloxacino a las 12h, con x4
y x2 CMI, respectivamente, en nuestro estudio se detecta entre 3 y 6 horas. Por otro lado, los
resultados para S. pyogenes, tanto sensible como resistente a eritromicina, coinciden en x8
CMl, y en el tiempo, alrededor de las 6-12 h en la bibliografia (Gradelski, 2001, Noviello, 2003),
o entre las 6 y las 24h, en nuestro caso, por falta de puntos intermedios (Noviello, 2003).

En resumen, ozenoxacino ha demostrado una buena actividad bactericida, dependiente de
concentracion y a tiempos cortos, frente a las cepas de S. aureus, S. epidermidis y de S.
pneumoniae. Sin embargo, la lenta actividad bactericida frente a S. pyogenes a las
concentraciones testadas, deberia completarse con la evaluaciéon del efecto de
concentraciones superiores del producto. Es importante destacar, especialmente para clinica,
gue la actividad bactericida de ozenoxacino no varia frente a cepas que poseen resistencias a
otros antibiéticos, incluso resistentes a levofloxacino, una MSSA y una MSSE, en comparacion
a los que eran sensibles a levofloxacino. Estas caracteristicas del producto podrian favorecer el
tratamiento empirico de infecciones, ligado siempre a la epidemiologia a la gravedad de las
mismas.
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CAPITULO V. APROXIMACION AL ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de resistencia a quinolonas mas relevante, también en S. aureus, es la
presencia de mutaciones en los genes que codifican para las dianas, GyrA y GrlA,
especialmente en sus respectivas subunidades A. Sin embargo, otros mecanismos, como la
reduccién de la permeabilidad al interior celular y la presencia de bombas de secrecion activa,
han sido descritos como involucrados en la adquisicion de resistencia a las quinolonas (Kaatz,
1997, Ng, 1996, Ferrero, 1994, Ruiz, 2001).

En este capitulo se ha evaluado la actividad de ozenoxacino frente a cepas de S. aureus con
distintas sustituciones en sus dianas, y se ha determinado su capacidad de generar mutantes
resistentes, con el objetivo de estimar las caracteristicas diferenciales de su mecanismo de
accion vs otras quinolonas. La valoracién de su capacidad de respuesta a los distintos
mecanismos de resistencia en S. aureus permitird preveer su potencia frente a cepas
resistentes, al igual que la posibilidad que sea sustrato o no, de bombas de flujo.

V.1. MATERIALES Y METODOS

V.1.1. Actividad frente a cepas de S. aureus resistentes a otras quinolonas

V.1.1.1 Microorganismos

Se evalud la actividad antibacteriana de ozenoxacino y de otros antibidticos frente a cepas de
S. aureus, genéticamente caracterizadas, con mutaciones en la regién determinante de la
resistencia a quinolonas (QRDR) de los genes de la Girasa A y de la Topoisomerasa IV.

Se testaron dos grupos de cepas: el primero procedia del Dpto de Microbiologia y Parasitologia
Clinica del H.Clinic de Barcelona (Ensayo ER-1), y el segundo, de la coleccién de cepas de |+D
Grupo Ferrer (Ensayo ER-2).

En las tablas siguientes se detallan las mutaciones de las cepas utilizadas.

Tabla V.1 Caracteristicas de las cepas de ER-1
Mutaciones QRDR
Cepas Ensayo ER-1 GyrA GriA
4-108 MSSA (cepa salvaje) - -
4-32E  MSSA Glu®>Lys -
5-117 MSSA - Ser”—Phe
4-131 MRSA Ser™>Leu Ser™—Phe
4-95 MRSA Ser*>Leu Ser®>Phe Glu™>Lys
Tabla V.2 Caracteristicas de las cepas de ER-2
Mutaciones QRDR
Cepas Ensayo ER-2 GyrA GriA
GF-SA-100 - -
GF-SA-101 - Ser™—Phe
GF-SA-102 Glu®>Lys Ser®>Phe
GF-SA-103 Ser*>Leu, Glu®¥-Lys ser® Phe

V.1.1.2 Productos

Como comparativos a ozenoxacino se utilizan ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino,
para las cepas del ensayo ER-1, y ciprofloxacino, moxifloxacino nadifloxacino, ac.fusidico y
mupirocina para las cepas del ensayo ER-2. Los productos corresponden a los mismos lotes, y
se prepararon de igual manera, que en las secciones anteriores.
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V.1.1.3 Método
La determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) se realizé, igual que para

EM-1 (capitulo Ill), de acuerdo al NCCLS (actualmente, CLSI) M7-A4 Standard agar dilution
method (CLSI, 1998)

V.1.2. Influencia de las bombas de flujo en la actividad de ozenoxacino frente a cepas de
S. aureus.

V.1.2.1 Microorganismos

Se evalud la actividad antibacteriana de ozenoxacino y de tres fluoroquinolonas frente a 13
cepas de S. aureus, en presencia y ausencia de reserpina. Las cepas procedian de la
coleccién de cepas de I+D Grupo Ferrer.

V.1.2.2 Productos

Como comparativos a ozenoxacino se utilizan ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino, los
productos corresponden a los mismos lotes, y se prepararon de igual manera, que en las
secciones anteriores.

V.1.2.3 Método

La determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) se realiz6, igual que para

EM-1 (capitulo Ill), de acuerdo al NCCLS (actualmente, CLSI) M7-A4 Standard agar dilution
method (CLSI, 1998), y tras afiadir 25 mg/L de reserpina al medio.

V.1.3. Generacién de cepas con sensibilidad reducida a ozenoxacino

V.1.3.1 Método Determinacion de la frecuencia de aparicién de mutantes espontaneos
con sensibilidad reducida a ozenoxacino, moxifloxacino y ciprofloxacino

V.1.3.1.1 Microorganismos

TablaV.4 | Cepas

Sa-11Cip S . . .
Sa-12Cip S Staphylococcus aureus sensibles a ciprofloxacino
Sa-17CipR . . .
Sa-18 Cip R Staphylococcus aureus resistentes a ciprofloxacino

V.1.3.1.2 Productos

Ozenoxacino, moxifloxacino y ciprofloxacino. Los productos se prepararon igual que en las
secciones anteriores.

V.1.3.1.3 Método

La frecuencia de aparicion espontanea de mutantes resistentes a ozenoxacino, moxifloxacino y
ciprofloxacino se determind a diferentes concentraciones de estos antibidticos, por encima de
su valor de CMI. La seleccidon de mutantes con un pase de ciprofloxacino, moxifloxacino y
ozenoxacino se realizd6 sembrando un inéculo de aprox. 10° bacterias en placas que contenian
x2, x4 y x8 CMI de cada quinolona, e incubando durante 5 dias a 35°C.
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La frecuencia de aparicién espontanea de mutantes resistentes es la ratio entre el numero de
células resistentes y el nimero de células inoculadas, como unidades formadoras de colonias
(UFC/placa). (Schmitz, 1999).

V.1.3.2 Desarrollo in vitro de mutantes resistentes de S. aureus tras pases sucesivos
con quinolonas (ozenoxacino, moxifloxacino y ciprofloxacino) y caracterizacién genética
de las cepas.

La habilidad de las quinolonas para seleccionar mutantes resistentes se cuantifica como el
nimero de pases necesarios para aumentar la CMI inicial de un antibiético cuatro veces
(Kosowska-Shick, 2006, Schmitz, 2000b, Sierra, 2005). Esta fue la primera parte del ejercicio
gue se realizo para seleccionar mutantes resistentes, la segunda consistio en realizar hasta 28
pases sucesivos, con concentraciones crecientes de las quinolonas, para valorar hasta qué
punto aumentaban las CMI de las cepas, y por tanto, su resistencia a estos antibiéticos (Sierra,
2005, Yamakawa, 2002).

V.1.3.2.1 Microorganismos

Se seleccionaron dos cepas de S. aureus sensibles y dos resistentes a ciprofloxacino para
iniciar este estudio.

Tabla V.5 Cepas
Sa-11Cip S Staphylococcus aureus sensible a ciprofloxacino
Sa-12Cip S Staphylococcus aureus sensible a ciprofloxacino

Sa-17 CipR Staphylococcus aureus resistente a ciprofloxacino
Sa-18 CipR Staphylococcus aureus resistente a ciprofloxacino

V.1.3.2.2 Productos

Ozenoxacino, moxifloxacino y ciprofloxacino. Los productos se prepararon de la misma manera
que en las secciones anteriores.

V.1.3.2.3 Método

La seleccion inicial de resistencias se realiz6 mediante pases sucesivos con concentraciones
de los antibiéticos desde tres diluciones dobles por debajo hasta tres dobles por encima de la
CMI. De cada pase diario sucesivo se cultivd una alicuota de las bacterias. A continuacion, las
bacterias se cultivaron en el siguiente pase conteniendo cada uno de los antibi6ticos diluidos.
El subcultivo diario se realizd, en primer lugar, hasta que se obtuvieron mutantes con una CMI,
para el antibiético utilizado en la seleccion, de minimo cuatro veces la CMI inicial (Sierra, 2005).
Para comprobar la estabilidad de la resistencia, es decir, confirmar la estabilidad de la CMI
para las cepas, se tom6 una alicuota de las bacterias que habian crecido a la mayor
concentracion, se subcultivd en agar sangre sin presion antibiética, y se confirmé sus CMI.

La seleccion de mutantes resistentes se continud6 hasta 28 pases sucesivos, con

concentraciones crecientes de quinolonas, para identificar hasta qué valor aumentaba la CMI
(Kosowska-Shick, 2006).

V.1.3.3 Anadlisis de los mecanismos de resistencia en las cepas mutantes resistentes a
quinolonas de S. aureus seleccionadas in vitro.

V.1.3.3.1. Caracterizacidn genética de las cepas resistentes

Se investigaron, mediante PCR y secuenciacion del DNA, las mutaciones en la region
determinante de la resistencia a quinolonas (QRDR) de los genes gyrA y grlA, de las cepas
mutantes resistentes seleccionadas en la seccidn anterior (tras 28 pases).
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Dos sets de primers fueron utilizados para amplificar el fragmento de gyrA a partir de los
nucledtidos 24 al 671 y el fragmento de grlA a partir de los nucleétidos 115 al 509. La PCR se
realizé de la siguiente manera: la mitad de una colonia crecida en agar se resuspendio en 25pl
de agua destilada estéril y hervida 10 minutos. Después de un breve paso de centrifugacion a
15,000 x g, 25 pl de la mezcla de reaccion conteniendo 20 mM Tris-HCI (pH 8,8), 100mM
cloruro potésico, 3,0 mM cloruro magnésico, gelatina (0,1% wt/vol), 400 uM deoxinucleésidos
trifosfatos y 1 uM de primer fueron afiadidos a la vez con 2,5 Unidades de Taq polimerasa.
Cada mezcla de reaccién fue amplificada a los siguientes perfiles de temperatura: 30 ciclos a
94°C durante 1 min, 55°C durante 1 min, y 72°C durante 1 min. La amplificacion se realiz6 en
un termociclador de DNA Modelo 480 (Perkin-Elmer Cetus). Los productos de amplificacion del
DNA fueron separados mediante un kit de purificacion de PCR QiaQuick spin, y, los productos
de la PCR purificados fueron procesados directamente para la secuenciacion del DNA
utilizando el kit de secuenciacion ciclica Taq DyeDeoxiTerminator Cycle (Sierra, 2002).

V.1.3.3.2. Influencia de las bombas de flujo en la resistencia de las cepas seleccionadas

A continuacién, se determind la CMI, con el mismo método de microdilucién, descrito en las
secciones anteriores, para los mutantes resistentes seleccionados (tras 28 pases), en ausencia
y presencia de reserpina (25 mg/L) (Schmitz, 1998b). La reserpina se utiliz6 como inhibidor de
bombas de flujo como NorA, NorB, NorC, SdrM, MdeA y MepA, descritas para S. aureus
(Fabrega, 2009, Vila, 2011), para evaluar si mutaciones en los genes de bombas de flujo
podian tener influencia en los niveles de resistencia detectados en las cepas seleccionadas en
este ensayo, con ozenoxacino, ciprofloxacino y moxifloxacino (Kaatz, 1993 y 1995, Neyfakh,
1993).
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V.2. RESULTADOS

V.2.1. Actividad frente a cepas de S. aureus con mutaciones en QRDR (resistentes a
otras quinolonas)

V.2.1.1. Cepas de S. aureus - Ensayo ER-1

Tabla V.6

Actividad de ozenoxacino y otras tres quinolonas frente a cepas de S. aureus resistentes a quinolonas,

ensayo ER-1
Cepas QRDR Sustitucién - - Antlblqtlcos CMI mg/L - - -
ozenoxacino ciprofloxacino | levofloxacino moxifloxacino
4-108 wt MSSA ((3;};{: ) 0,004 0,125 0,125
88
4-32E  MSSA gm Glu™—Lys 0,03 (x7,5) 1(x8) 0,5 (x4) 0,125 (x4)
5-117 MSSA GyrA ) 0,004 (= 2 (x16 05 (x4 0,125(x4
- oA Ser®sphe 004 (=) (x16) 5 (4) 125(x4)
GyrA Ser*>Leu
4-131 MRSA GrlA S phe 0,06 (x15) 16 (x128) 4 (x32)
GyrA Ser*>Leu
4-95 MRSA Ser®>Phe 0,125 (x31) 128 (x1024) 32 (x256)
GrlA 84
Glu™—>Lys

Ozenoxacino ha presentado una potente actividad frente a la cepa de S. aureus, 4-108, que ho
posee ninguna substitucion en la QRDR de las dos dianas, el resto de quinolonas, también,
aunque con CMI superiores.

Al analizar la actividad de las quinolonas frente a las cepas, que poseian distintas mutaciones
en la regibn QRDR, se han obtenido distintos grados de actividad, de mayor a menor al
aumentar el nimero de mutaciones, para todas las quinolonas (tabla V.6). Ozenoxacino, en
comparaciéon a ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino, ha sido el producto que ha
presentado las CMI mas bajas (mayor actividad) en las cuatro cepas.

Frente a la cepa de S. aureus (5-117), que posee una sola mutacion en el gen grlA de la
topoisomerasa IV, la CMI para ozenoxacino no ha aumentado respecto a la que posee la cepa
salvaje (0,004 mg/L), mientras que para levofloxacino y moxifloxacino, lo ha hecho 4 veces (0,5
y 0,125 mg/L), y para ciprofloxacino, 16 veces (2 mg/L).

En cambio, frente a cepas con mutaciones en el gen de la girasa A, gyrA, como la 4-32E, la
CMI de ozenoxacino ha presentado valores 7,5 veces superiores (0,03 mg/L); frente a la cepa
4-131, que posee ademas una mutacion en grlA, la CMI ha aumentado 15 veces (0,06 mg/L), y
cuando la cepa, como la 4-95, posee una doble mutacién en grlA y otra en gyrA, la CMI ha sido
31 veces mas alta (0,125 mg/L).

Las CMI para moxifloxacino y levofloxacino han aumentado 4 veces para la cepa mutante en
gyrA y también para la mutante en grlA, para la doble mutante en gyrA y grlA han aumentado
32 veces, Y, lo han hecho 256 y 267 veces, respectivamente, para la mutante triple en grlA-

gyrA.

La CMI para ciprofloxacino ha aumentado 8 veces para el mutante en gyrA, 16 para el mutante
en grlA, 128 veces para el doble mutante grlA-gyrA y 1024 veces para el triple mutante.

Ozenoxacino ha sido el producto que, comparativamente a las tres fluoroquinolonas, ha
perdido menos actividad frente a las cepas de S. aureus con mutaciones en los genes que
codifican para sus dianas. Las CMI para ozenoxacino se mueven entre 0,004 y 0,125 mg/L
para las cepas resistentes, mientras que moxifloxacino lo hace entre 0,125-8 mg/L,
levofloxacino entre 0,5y 32 mg/L, y, ciprofloxacino entre 1y 128 mg/L.
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V.2.1.2. Cepas de S. aureus — Ensayo ER-2

Tabla V.7 Actividad de ozenoxacino y otras cinco quinolonas frente a cepas de S. aureus, ensayo ER-2.
Mutaciones en QRDRsa CMI (mg/L)°
Cepas Diana Substituciones | ozenoxacino |moxifloxacino.|nadifloxacino |[levofloxacino ciprofloxacino
GF-SA-100 (é):lr: 0,004 0,03 0,03 0,125 0,25
GF-SA-101 GyrA ) 0,004 (= 0,125 (x4 0,03 (= 0,5 (x40 1 (x4
el GrlA Ser®—Phe 004 (%) 125 (x4) 036 /5 (x40) (x4)
GyrA Glu®>Lys
GF-SA-102 GrA Ser®_sphe 0,06 (x15) 1 (x33) 0,5 (x17) 4 (x32) 8 (x32)
GVIA Ser*>lLeu,
GF-SA-103 y GIu*®*>Lys 0,25 (x63) 32 (x1067) 32 (x1067) |>128 (x>1024)| >128 (x>512)
GrlA Ser®>Phe
10" UFC/pocillo.

Como en el caso anterior, la CMI de ozenoxacino para la cepa salvaje de S. aureus (GF-SA-
101) ha sido de 0,004 mg/L, menor que las de las otras cuatro quinolonas que van de 0,03 a
0,25 mg/L).

La CMI para la cepa mutante, sélo en grlA (GF-SA-101), no se ha modificado para ozenoxacino
(0,004 mg/L), ni para nadifloxacino (0,03 mg/L), y si, ha aumentado 4 veces para moxifloxacino
(0,125 mg/L), levofloxacino (0,5 mg/L) y ciprofloxacino (1 mg/L).

Para la cepa doble mutante en gyrA-grlA (GF-SA-102), ha aumentado la CMI de todas las
quinolonas, 15 veces para ozenoxacino y nadifloxacino (0,06 y 0,5 mg/L), y 32 veces, para
moxifloxacino, levofloxacino y ciprofloxacino (1, 4 y 8 mg/L).

Para la cepa triple mutante en gyrA-grlA (GF-SA-103) ha aumentado, también, la CMI de todas
las quinolonas: 62 veces para ozenoxacino (0,25 mg/L), mas de 500 veces para ciprofloxacino
(>128 mg/L), y mas de 1000 veces para nadifloxacino, moxifloxacino (32 mg/L) y levofloxacino
(>128 mg/L). La diferencia entre la respuesta de ozenoxacino vs la del resto de quinolonas,
incluido nadifloxacino, es notable, ya que la CMI para ozenoxacino ha aumentado muy poco.

V.2.2 Influencia de las bombas de flujo en la actividad de ozenoxacino

En la tabla V.8 se presentan las CMI para una coleccién de 12 cepas de S. aureus, en
presencia y ausencia de reserpina.

T CMI (mg/L) de ozenoxacino y de otras quinolonas frente a 12 cepas de S.
abla V.8 ; ] -
aureus en ausenciay en presencia de reserpina (25 mg/L)
0zenoxacino ciprofloxacino levofloxacino moxifloxacino
Cepas _ ¥ _ ¥ _ + i +
reserpina reserpina reserpina reserpina
S. aureus GF-SA-010 | 0,002 0,002 0,25 0,06 0,125 0,125 0,03 0,03
S. aureus GF-SA-110 | 0,002 0,004 0,25 0,06 0,125 0,125 0,03 0,03
S. aureus GF-SA-100 | 0,002 0,004 0,25 0,06 0,125 0,125 0,03 0,03
S. aureus GF-SA-101 | 0,004 0,004 1 0,5 0,5 0,5 0,125 0,125
S. aureus GF-SA-011 | 0,004 0,004 0,25 0,125 0,25 0,25 0,06 0,06
S. aureus GF-SA-200 | 0,004 0,004 | 0,125 0,06 0,125 0,125 0,03 0,06
S. aureus GF-SA-201 | 0,002 0,004 0,25 0,06 0,125 0,125 0,03 0,06
S. aureus GF-SA-012 | 0,004 0,004 0,25 0,06 0,125 0,125 0,03 0,06
S. aureus GF-SA-013 | 0,004 0,004 0,25 0,06 0,125 0,125 0,03 0,06
S. aureus GF-SA-014 | 0,004 0,004 0,5 0,125 0,25 0,25 0,06 0,06
S. aureus GF-SA-015 | 0,002 0,004 0,25 0,125 0,25 0,25 0,06 0,06
S. aureus GF-SA-016 0,06 0,06 32 8 4 4 2 2
Media geométrica 0,004 0,005 0,383 0,129 0,225 0,225 | 0,057 0,071
CMlsg 0,004 0,004 0,25 0,06 0,125 0,125 0,03 0,06
CMlgo 0,004 0,004 0,9 0,425 0,45 0,45 0,112 0,112
n 13 13 13 13 13 13 13 13

En este grupo de cepas, ozenoxacino (Tabla V.8) ha sido, de nuevo, la quinolona més activa
frente a las cepas de S. aureus testadas seguida de moxifloxacino y levofloxacino, mientras
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que ciprofloxacino ha resultado ser la menos activa, tanto en presencia como en ausencia de
reserpina (25 mg/L).

Ademas, al analizar los valores de CMIsq y CMlg para cada quinolona se ha observado que ni
ozenoxacino, moxifloxacino ni levofloxacino han mostrado ninguna variacién en sus valores de
CMIL. Por otro lado, las CMI para ciprofloxacino, que es una quinolona hidrofilica, y mas que las
otras tres, han disminuido en presencia de reserpina entre 2 y 3 diluciones (entre 4 y 6 veces).

V.2.3. Generacién de cepas con sensibilidad reducida a ozenoxacino

V.2.3.1. Resultados de mutantes espontaneos / Determinacion de la frecuencia de
mutacién

La frecuencia de aparicion espontdnea de mutantes resistentes es la ratio entre el nimero de
células resistentes y el numero de células inoculadas, y se ha obtenido, tras haber puesto en
contacto a un inéculo de 1.10° UFC/mL de diferentes cepas de S. aureus, con 2, 4y 8 veces la
CMI para ozenoxacino, moxifloxacino y ciprofloxacino.

Se muestran, en la tabla V.9, los resultados obtenidos con la concentracién mas alta testada
(8x CMI) de los tres antibidticos:

Tabla V.9 Frecuencia de mutaciéon
Antibiético (x8 CMI)
Cepas - - - - -
0zenoxacino moxifloxacino ciprofloxacino
S. aureus Sa-11 Cip S <107 <107 10°
S. aureus Sa-12 Cip S <107 <10” 10°
S. aureus Sa-17 Cip R <107 <10” 10°
S. aureus Sa-18 Cip R <107 <107 10°

Han aparecido cepas resistentes en las placas con las diferentes concentraciones de
ciprofloxacino, y no, con concentraciones correspondientes a los mismos mdltiplos de la CMI
para ozenoxacino y moxifloxacino.

Al no recuperarse colonias mutantes de S. aureus en las placas con las diferentes
concentraciones de ozenoxacino y de moxifloxacino, la frecuencia de aparicibn de mutantes
resistentes espontanea es, en todos los casos, inferior a 10°.

V.2.3.2. Resultados de seleccibn de cepas resistentes tras pases sucesivos con
ozenoxacino, ciprofloxacino y moxifloxacino
En el estudio de seleccién de mutantes resistentes a quinolonas, con cepas de S. aureus, se

consideran mutantes resistentes aquellas cepas que han aumentado su CMl inicial en 4 veces,
y se compara entre productos, el nimero de pases necesarios para ello.
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En la tabla V.10 se presentan los resultados de CMI para las cepas tras 6-8 pases en
presencia de concentraciones subinhibitorias crecientes.

Desarrollo in vitro de resistencias frente a ozenoxacino, moxifloxacino y ciprofloxacino.

Tabla V.10 Evolucién del aumento de los valores de CMI

Nimero de pases y CMI frente al antibiotico usado durante la seleccion (mg/L)

Cepas
1 2 3 4 5 6 7 8

Ciprofloxacino-susceptible Staphylococcus aureus (Sa-11 Cip S)

ciprofloxacino Sa-11 0,125 0,5 1 4 4 4 4 4
moxifloxacino Sa-11 0,06 0,125 0,25 0,5 0,5 1 1 1
ozenoxacino Sa-11 0,002 0,004 0,008 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06

Ciprofloxacino-susceptible Staphylococcus aureus (Sa-12 Cip S)

ciprofloxacino Sa-12 0,5 0,5 2 1 8 8 8 8

moxifloxacino Sa-12 0,06 0,06 0,06 0,125 1 1 1 1

ozenoxacino Sa-12 0,004 0,004 0,008 0,03 0,06 0,06 0,06 0,06
Ciprofloxacino-resistente Staphylococcus aureus (Sa-17 Cip R)

ciprofloxacino Sa-17 64 64 128 256 256 256 256 256

moxifloxacino Sa-17 4 8 8 16 16 16 32 32

ozenoxacino Sa-17 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 1
Ciprofloxacino-resistente Staphylococcus aureus (Sa-18 Cip R)

ciprofloxacino Sa-18 64 64 128 128 128 128 128 128

moxifloxacino Sa-18 4 8 8 16 16 16 16 16

ozenoxacino Sa-18 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1

En la tabla anterior se presentan los resultados con los 8 primeros pases que se han realizado
con el objetivo de aumentar la CMI inicial de las quinolonas cuatro veces, como minimo.

Con las cepas sensibles a ciprofloxacino (Sa-11 Cip S y Sa-12 Cip S) se ha observado que se
aumenta mas faciimente la CMI para las tres quinolonas, que no con las cepas ciprR, que ya
de entrada, eran resistentes a ciprofloxacino y moxifloxacino. Ozenoxacino ha necesitado 3
pases para aumentar la CMI de las cepas sensibles cuatro veces, mientras que ha necesitado
6 pases, 0 mas, para conseguir lo mismo con las cepas resistentes a ciprofloxacino.

Para las cuatro cepas utlizadas, tanto sensibles como resistentes a ciprofloxacino,

ozenoxacino es el tnico producto que ha mantenido unas CMI bajas, por debajo de 2 mg/L, en
todos los mutantes obtenidos, reflejando la potencia del producto frente a cepas resistentes.
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En la tabla V.11 se observan los resultados obtenidos con las cuatro cepas de S. aureus tras
los 28 pases con concentraciones subinhibitorias crecientes de ozenoxacino, moxifloxacino y
ciprofloxacino. A cada cepa obtenida con una quinolona, se le determina la CMI frente a las
tres, ciprofloxacino, moxifloxacino y ozenoxacino. Entre paréntesis se detalla el nimero de
veces (no de diluciones) que aumenta la CMI inicial para el antibidtico utilizado para
seleccionar mutantes.

Actividad de ciprofloxacino, moxifloxacino y ozenoxacino en las cepas seleccionadas con

Tabla V.11 h
quinolonas
CMl inicial CMI (mg/L) tras 28 pases con quinolonas
Cepas - - - - -
mg/L ciprofloxacino moxifloxacino Ozenoxacino
Cipro 0,125 256 (x2000) 16 1
Sa-11 cipS Moxi 0,06 256 16 (x300) 1
Ozen 0,002 256 16 1 (x500)
Cipro 0,5 64 (x130) 32 2
Sa-12 cipS Moxi 0,06 256 16 (x300) 1
Ozen 0,004 128 8 0,5 (x150)
Cipro 64 256 (x4) 8 1
Sa-17 cipR Moxi 4 256 16 (x4) 2
Ozen 0,25 256 32 2 (x8)
Cipro 64 512 (x8) 16 1
Sa-18 cipR Moxi 4 256 16 (x4) 1
Ozen 0,25 128 8 1 (x4)

Se observa que, con la presién antibiética las cepas inicialmente sensibles a ciprofloxacino
aumentan su CMI, frente al antibiético utilizado en la seleccién, un mayor nimero de veces
(entre 130 y 2000), que las cepas que eran inicialmente resistentes a ciprofloxacino (entre 4y 8
veces).

Las maximas CMI obtenidas, después de 28 pases, para 0zenoxacino, ciprofloxacino y
moxifloxacino con los mutantes resistentes han sido de 2, 256 y 16 mg/L, respectivamente.

De las cuatro cepas iniciales, tras 28 pases con cada una de las tres quinolonas, se han
obtenido 12 cepas finales, con similares CMI para los tres antibiéticos independientemente del
antibiético utilizado durante la seleccién. Es decir, las CMI para ozenoxacino de las 4 cepas
obtenidas con ozenoxacino varian entre 0,5y 2 mg/L, y entre 0,5y 1 mg/L, si son las 8 cepas
que se han seleccionado con ciprofloxacino o moxifloxacino. Siempre ozenoxacino es activo
frente a las cepas obtenidas bajo presion con estas quinolonas. Para moxifloxacino las CMI
frente a las 4 cepas seleccionadas con moxifloxacino son de 16 mg/L, y de entre 8 y 32 mg/L
en las 8 cepas obtenidas con ozenoxacino y ciprofloxacino; y, finalmente, las 4 cepas obtenidas
seleccionando con ciprofloxacino poseen unas CMI entre 64 y 512 mg/L, y, entre 128 y 256
mg/L, las seleccionadas con ozenoxacino y moxifloxacino.
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V.2.3.3. Resultados de la caracterizacibn genética de los mutantes resistentes
seleccionados

Tras la secuenciacion y amplificacion de la region QRDR de los genes de la girasa y la
topoisomerasa IV, gyrA y grlA, en las cepas seleccionadas, se han identificado unas
mutaciones que implican las sustituciones en GyrA y GrlA que se detallan en la tabla V.12.

Tabla V.12 Sustituciones en GyrA y ParC, de las cepas salvajes y resistentes, y sus CMI| obtenidas
Cepas Sustituciones CMI mg/L
GyrA GrlA ciprofloxacin moxifloxacin Ozenoxacin
Sa-11 cipS 0,125 0,06 0,002
Cip Sa-11 Leu-84 Phe-80 256 16 1
Mox Sa-11 Leu-84 Phe-80 256 16 1
Oze Sa-11 Leu-84 Phe-80 256 16 1
Sa-12 cipS 0,5 0,06 0,004
Cip Sa-12 Leu-84 Phe-80 64 32 2
Mox Sa-12 Leu-84 Phe-80 256 16 1
Oze Sa-12 Leu-84 Phe-80 128 8 0,5
Sa-17 cipR Leu-84 Phe-80 64 4 0,25
Cip Sa-17 Leu-84 Phe-80 256 8 1
Mox Sa-17 Leu-84 Phe-80 256 16 2
Oze Sa-17 Leu-84 Phe-80 256 32 2
Sa-18 cipR Leu-84 Phe-80 64 4 0,25
Cip Sa-18 Leu-84 Phe-80 512 16 1
Mox Sa-18 Leu-84 Phe-80 256 16 1
Oze Sa-18 Leu-84 Phe-80 128 8 1

Las cepas iniciales de S. aureus que eran sensibles a fluoroquinolonas no presentaban
ninguna mutacién en la QRDR de gyrA y grlA, sin embargo, los mutantes resistentes obtenidos
a partir de ellas presentaron una mutacién en el codon que codifica para el aminoacido Ser-84
(Ser a Leu) del gen gyrA y otra mutacion en el codén del aminoacido Ser-80 (Ser a Phe) del
gen griA.

Cuando se utilizaron las dos cepas de S. aureus resistentes a fluoroquinolonas como cepas
iniciales, éstas ya poseian una doble mutacién en los genes gyrA y grlA (Ser a Leu en el
aminoacido del codon 84 del gen gyrA y Ser a Phe en el coddn del aminoacido Ser-80 del gen
grlA). Tras el andlisis de los mutantes resistentes seleccionados en este estudio, se observo
que no mostraron ninguna mutacion adicional en la QRDR de ninguno de los dos genes, esto
sugiere que el aumento detectado en las CMI fue debido a mecanismos de resistencia
diferentes a mutaciones en estos genes.
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V.2.3.4. Resultados estudio de la influencia de las bombas de flujo en los mutantes
resistentes seleccionados

Para evaluar si las bombas de flujo, y posibles mutaciones sobre sus genes, han influido o son
la causa del aumento de las CMI de las cepas mutantes, se han determinado las CMI e n
presencia y ausencia de 25 mg/L de reserpina, que actlia como inhibidor de muchas de ellas.

Actividad antibacteriana de ozenoxacino, ciprofloxacino y moxifloxacino frente a cepas seleccionadas

TablaV.13 de S. aureus, en presencia y ausencia de reserpina
CMI (mg/L) de los mutantes seleccionados
£C CMl inicial
epas mg/L ) . ) . . ozenoxacino ciprofloxacino moxifloxacino
ozenoxacino ciprofloxacino moxifloxacino ; ) .
mgl/L mg/L mglL + reserpina + reserpina + reserpina

mg/L mg/L mg/L
Cip Sa-11 0,125 1 256 16 1 256 16
Mox Sa-11 0,06 1 256 16 1 256 16
Oze Sa-11 0,002 1 256 16 1 256 16
Cip Sa-12 0,5 2 64 32 2 64 32
Mox Sa-12 0,06 1 256 16 1 256 16
Oze Sa-12 0,004 0,5 128 8 0,5 128 8
Cip Sa-17 64 1 256 8 1 256 8
Mox Sa-17 4 2 256 16 2 256 16
Oze Sa-17 0,25 2 256 8 2 256 8
Cip Sa-18 64 1 512 16 1 512 16
Mox Sa-18 4 1 256 16 1 256 16
Oze Sa-18 0,25 1 128 8 1 128 8

En la tabla V.13 se puede observar, que las CMI en presencia de reserpina no se han
modificado. Si en la seleccién de mutantes se hubieran producido mutaciones en los genes que
codifican para las bombas de flujo, y, éstas hubieran sido responsables de expulsar fuera de
las células mayor cantidad de las quinolonas, al bloquear con reserpina estos sistemas de
transporte, permaneceria mas producto en el interior celular, y se habria detectado una menor
CMI. Se destaca que las CMI, en presencia de reserpina no se han modificado, ni en una sola
dilucién para ninguno de los mutantes resistentes obtenidos, al igual que ha ocurrido con las
cepas iniciales salvajes.
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V.3. DISCUSION

Ozenoxacino posee una potente actividad frente a S. aureus, incluso frente a cepas con
mutaciones en los genes que codifican para la girasa A como para la topoisomerasa IV, que las
hacen resistentes a ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino. La CMI mas alta que se
obtiene para ozenoxacino es de 0,25 mg/L, frente a las cepas triple mutantes, mientras que las
otras quinolonas evaluadas poseen CMI entre 8 y >128 mg/L.

Ozenoxacino no modifica su CMI frente a cepas que poseen una mutacién en grlA, y, si lo hace
cuando posee una mutacién en gyrA (la aumenta 7,5 veces hasta 0,03 mg/L). El observar que
sustituciones en la girasa A le afectan ligeramente la actividad, mientras que si estan en la
topoisomerasa IV no, indica que la diana principal para ozenoxacino en S. aureus no es la
topoisomerasa IV, sino la girasa A.

A ozenoxacino le ocurre lo mismo que a nadifloxacino, para la que esta descrito que su diana
principal es la girasa A (Alba, 2009, Nenoff, 2006, Oizumi, 2001, Takei, 2001,). No obstante, se
considera que ambas quinolonas poseen actividad dual frente a las dos dianas, ya que
conservan una buena actividad frente a la cepa doble mutante. Es frente a la cepa triple
mutante donde se observa la actividad diferencial de ozenoxacino, con unaCMI mucho menor
(CMI de 0,125 mg/L vs 32 mg/L para nadifloxacino) (Takei, 2001, Yamakawa, 2002).

El hecho que ozenoxacino sea tan activo incluso frente a cepas con mutaciones dobles y triples
en grlA-gyrA, hace suponer que probablemente estara por debajo del hipotético punto de corte
de susceptibilidad/resistencia clinico. El nimero de veces que aumenta la CMI de ozenoxacino,
al acumular las cepas mutaciones en los genes de las dos dianas, es muy bajo
comparativamente a lo que le ocurre a las otras quinolonas (60 veces vs entre 200 y 2000). Es
conocido para las quinolonas, que su CMI aumenta de manera escalonada con el aumento del
numero de mutaciones en los genes que codifican para las dianas de las quinolonas (Ribera
2002, Ruiz 2001, Vila, 1994). Al comparar el nimero de veces que aumentan las CMI de las
quinolonas con las mutaciones en los genes, se podria considerar que entre ciprofloxacino,
levofloxacino y moxifloxacino existe una similitud (resistencia paralela), mientras que
ozenoxacino presenta un patrén disociado, muy claro con los mutantes dobles y triples. De
todas maneras, esta categorizacion de las resistencias cruzadas no se utiliza mucho (Van
Bambeke, 2005), y lo realmente importante es que el producto pueda ser activo frente a cepas
altamente resistentes a quinolonas. Resultados muy similares se han publicado, para
ozenoxacino, frente a cepas con sustituciones en GyrA y GrlA (Yamakawa, 2002).

Las CMI de levofloxacino y de moxifloxacino, frente a las cepas de S. aureus con una sola
mutacién en grlA o en gyrA, aumentan sélo 4 veces (a 0,5 y 0,125 mg/L) indistintamente, como
corresponde a productos con actividad dual (Ince, 2002, Entenza, 2001, Takei, 2001), aunque a
partir de dos mutaciones pierden su actividad. En cambio, las cepas de S. aureus con alguna
mutacion en grlA o gyrA son todas resistentes a ciprofloxacino, que pierde su actividad
gradualmente hasta aumentar su CMI en més de 1000 veces (128 mg/L). Los resultados, para
estos compuestos, coinciden con los de la bibliografia (Entenza, 2001, Ince, 2003, Schmitz,
1998c y 2000).

La resistencia a las quinolonas aumenta, ademas de con mutaciones en los genes de las
dianas, gracias a los sistemas de transporte activo, como principalmente NorA en S. aureus,
contribuyen a la expulsion del producto del interior celular (Kaatz 1993 y 1997, Ng, 1996,
Takenouchi, 1996, Yoshida, 1990). La expresion constitutiva basal de los genes para bombas
de flujo puede influenciar la CMI de un antibiético en forma de resistencia intrinseca, mientras
gue, de manera adicional, mutaciones que afecten a la expresion de estos genes para algunas
especies y compuestos, pueden elevar las CMI iniciales (Vila, 2011).

Se considera que la actividad de las bombas de flujo, es relevante cuando las CMI se reducen,
como minimo, en dos diluciones (Aeschlimann, 1999, Mufioz-Bellido, 1999, Ng, 1994). Al
valorar la actividad de ozenoxacino, levofloxacino, moxifloxacino y ciprofloxacino, en presencia
de un inhibidor como reserpina, se observa que los valores de CMI para ciprofloxacino fueron
los Unicos que resultaron afectados (4-6 veces menores) por el bloqueo de las bombas de flujo.
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Esta descrito que las quinolonas hidrofébicas estan menos afectadas por las bombas de flujo
(Aeschlimann, 1999); ozenoxacino, moxifloxacino y levofloxacino, son compuestos
hidrofébicos, y ciprofloxacino, hidrofilico, esto explicaria los resultados obtenidos (Aeschlimann,
1999, Kaatz, 1993 y 1997, Piddock, 2001, Takenouchi, 1996). También se ha publicado que,
concretamente, el tamafio y la hidrofobicidad de los sustituyentes en C7 y C8, mas que la de la
molécula global, podrian ser los responsables de la afectacion de los compuestos por los
sistemas de expulsion (Takenouchi, 1996).

En resumen, parece que ozenoxacino, igual que otras quinolonas descritas, como también,
garenoxacino, y esparfloxacino (Boos, 2001, Ince, 2002; Piddock, 2001) es un sustrato pobre
de bombas de flujo en S. aureus, hecho que le permitira que su actividad se vea menos
afectada, en cepas con potentes sistemas de expulsion similares. Esta descrito que
esparfloxacino interactia con NorA de manera diferente a como lo hacen las quinolonas
hidrofilicas, sin que sea transportado a través de ellas (Ince, 2002), esto podria sugerir que a
0zenoxacino, y a otras quinolonas hidrofébicas, les podria ocurrir lo mismo.

Por otro lado, al estudiar el potencial de ozenoxacino en el desarrollo de resistencias, se
observa que la tasa de seleccion espontanea de mutantes resistentes, después de un solo
paso a concentraciones por encima de sus CMI, fue muy bajo para ozenoxacino y
moxifloxacino (510'9), mientras que lo fue menos para ciprofloxacino (Schmitz, 2000b). El
hecho que a concentraciones por encima de su CMI (entre x2 y x8, en este estudio),
0zenoxacino no permita la aparicion de cepas resistentes es importante para el control de las
resistencias en su uso como antibiotico (Entenza 2001, Griggs, 2003, Ince, 2003, Malik, 2010).

Como se ha mencionado anteriormente, se consideran mutantes resistentes aquellas cepas
que hayan aumentado su CMIl inicial en 4 veces, en presencia de ozenoxacino, ciprofloxacino y
moxifloxacino, y se compara el nUmero de pases necesarios para alcanzar ese aumento. A
partir de las cepas de S. aureus sensibles a ciprofloxacino, se han detectado mutantes
resistentes después de 3-4 pases para cada una de las tres quinolonas testadas, se supone
que son mutantes de primer paso. Sin embargo, cuando el ensayo se realizé a partir de cepas
resistentes a ciprofloxacino fueron necesarios entre 6-8 pases para ozenoxacino, mientras que
tras sblo 3-4 pases se seleccionaron mutantes a ciprofloxacino y moxifloxacino. Es decir a
partir de cepas que ya poseian una mutacién doble en los genes que codifican para las dos
dianas, es mas facil con ciprofloxacino y levofloxacino que adquieran mayor resistencia, que
con ozenoxacino. Esta diferencia podria constituir una ventaja para ozenoxacino, ya que a
cepas inicialmente resistentes a otras quinolonas, les costaria desarrollar nuevas resistencias
en presencia de este antibidtico.

Estos resultados se confirman con el estudio de pases sucesivos, ya que, en todos los casos,
las CMI obtenidas para ozenoxacino fueron inferiores a las de moxifloxacino, y ciprofloxacino;
para las dos cepas de S. aureus ya inicialmente resistentes a fluoroquinolonas, sélo aumento
de 0,5 a 2 mg/L, incluso tras 28 pases, con las tres quinolonas. Es mucho mas dificil
seleccionar mutantes resistentes con ozenoxacino, que no con ciprofloxacino o moxifloxacino.

De cualquiera de las cepas iniciales, sensibles o resistentes a ciprofloxacino, tras 28 pases con
cada una de las tres quinolonas, se han obtenido 12 cepas finales, con similares CMI para los
tres antibiéticos independientemente del antibiético utilizado durante la seleccion. En todos los
casos, o0zenoxacino es muy activo frente a las cepas obtenidas bajo presion con estas
quinolonas, mientras que, son resistentes a moxifloxacino y ciprofloxacino.

Los resultados, para ozenoxacino frente a los mutantes obtenidos con las cepas inicialmente
sensibles, Sall-CipS y Sal2-CipS, fueron muy parecidos a los reportados en la bibliografia
(Yamakawa, 2002), para una cepa, también inicialmente sensible a quinolonas, cuya CMI para
ozenoxacino no supero 0,03 mg/L, tras 28 pases.

Con el objetivo de identificar los posibles mecanismos que habian intervenido en la aparicién
de resistencia a las quinolonas, se analizaron las QRDR de los genes gyrA y grlA de las cepas
obtenidas. Mientras que las cepas iniciales de S. aureus, sensibles a ciprofloxacino, no poseian
ninguna mutacién puntual en la region QRDR de los genes de la Girasa A ni de la
topoisomerasa 1V, en los mutantes resistentes se ha observado que presentaron todos, una
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mutacion en el codon que codifica para el aminoacido Ser-84 (Ser a Leu) de la girasa A y otra
mutacion en el coddn del aminoacido Ser-80 (Ser a Phe) de la topoisomerasa |V. Esta descrito
que éstos son los aminoacidos responsables de la interaccién con la molécula de quinolona,
que suelen concentrar la mayoria de mutaciones. Por ejemplo, en todas las cepas con CMI
para ciprofloxacino iguales o superiores a 4 mg/L se ha detectado la mutaciéon Ser80 a Phe, en
el gen grlA, en combinacion con Ser84 a Leu o Glu88 a Lys en el gen gyrA (Schmitz, 1998a),
como ha ocurrido con todas las cepas resistentes seleccionadas en este ensayo, a partir de
cepas sensibles a ciprofloxacino.

En cambio, tras analizar las cepas obtenidas a partir de las inicialmente resistentes a
ciprofloxacino, ya con una doble mutacién, no se detectaron en las QRDR de los genes gyrA y
grlA, mutaciones adicionales a las originales (Ser a Leu en el aminoacido del codén 84 del gen
gyrA y Ser a Phe en el aminoacido del codén 80 del gen grlA). Esto se describe en la
bibliografia para otras quinolonas, y, deberia estudiarse en estas cepas si la presencia de otras
mutaciones en los genes gyrA y grlA, fuera de la region QRDR, o en gyrB y grlB, podrian
explicar el aumento de CMI para ozenoxacino, ciprofloxacino y moxifloxacino, al igual que
ocurre para mutantes obtenidos con otras quinolonas, como garenoxacino, descrito en la
literatura (Horii, 2007, Ince 2002, Ruiz, 2001, Zhao, 2003).

En la bibliografia se describe que, con pases y seleccidén con quinolonas, se obtienen mutantes
resistentes, tanto si se parte de cepas sensibles, como resistentes a ciprofloxacino con
mutaciones en gyrA y grlA. Hay productos frente a los cuales el aumento de CMI es mas
destacado, como ciprofloxacino, que se confirma en este estudio, 0 como otras quinolonas
como ofloxacino, sparfloxacino (Griggs, 2003). Otros productos como moxifloxacino
seleccionan mutantes resistentes de menor grado, como los que se obtienen en este estudio
(Griggs, 2003). En cambio, resultados como los de ozenoxacino, con sélo un aumento leve o
limitado de las CMI, que mantiente a las cepas como sensibles a ozenoxacino, estan descritos
también para la fluoroquinolona DW286, frente a la que tampoco se obtienen mutantes con
CMI mas allda de 0,5 mg/L (o 100 veces superiores a la inicial), tras pases sucesivos con
concentraciones subinhibitorias de producto (Kim, 2003).

Clasicamente se consideraba que las CMI de las quinolonas aumentaban para cepas con
mutaciones en la diana mas sensible (principal), y que mutaciones en la diana menos sensible
(secundaria) pasaban desapercibidas a no ser que hubiera una mutacién en la diana principal
(Hooper, 2001). La aparicibn de quinolonas con potente actividad frente a las dos dianas,
mostré que, se observaba una leve afectacion de la CMI de cepas con una mutacién en una
diana, o en la otra, como ocurre con moxifloxacino y levofloxacino en este estudio (Inca, 2003).
Se considera que, productos como ozenoxacino, con potente actividad dual (Yamakawa, 2002),
ofrecen potenciales ventajas para su uso como antibiotico. Ozenoxacino, ademas de aumentar
su CMI en menor proporcién que las otras quinolonas testadas, mantiene una CMI para cepas
altamente resistentes a quinolonas no muy elevada, e inferior a un posible hipotético punto de
corte de resistencia clinica.

Esta descrito en la bibliografia (Durham, 1999) que las mutaciones que confieren un alto nivel
de resistencia a ciprofloxacino en S. aureus son las situadas en gyrA, a pesar de que las
primeras que aparecen sean en grlA (Ferrero, 1995, Ng, 1996), igual que ocurre para
moxifloxacino. Hay estudios que identifican la Topoisomerasa IV como diana principal para
ciprofloxacino (Ferrero 1995, Ng, 1996, Takei, 2001); en el caso de moxifloxacino, hay trabajos
en los que se defiende que las dos enzimas son la diana principal (Takei, 2001) y en otros la
Topoisomerasa IV (Ince, 2003). En nuestro estudio la caracterizacion genética se realizd a
partir de los mutantes obtenidos tras 28 pases, por lo que no se pudo comprobar qué
mutaciones aparecian primero (Ferrero, 1995, Ng, 1996).

En este estudio se han aislado mutantes resistentes a ozenoxacino y se han intentado
caracterizar; en la bibliografia para ozenoxacino, so6lo esta descrito un estudio, y para una cepa
inicialmente sensible a ciprofloxacino, que tras 28 pases sucesivos no aumenté en mas de 2
veces su CMI (Yamakawa, 2002).

Tampoco parece que modificaciones en los sistemas de transporte, hacia el exterior celular,
justifiqguen el incremento de las CMI de las quinolonas en las distintas cepas mutantes. En
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presencia de reserpina en el medio, que debe inhibir las bombas de flujo, las CMI, aumentadas
entre 10-1000 veces, no se modifican para ninguna quinolona. Con los resultados de este
estudio se concluye que el aumento de resistencia no se debe a una mutacién en los genes
que codifican para los las bombas de flujo que se inhiben con reserpina. A partir de estos
resultados, quedaria abierta la posibilidad de que otras bombas no descritas pudieran ser
responsables del incremento de CMI. Esta descrita la relevancia de los sistemas de transporte
y su relacion con el incremento de resistencias en quinolonas (Vila, 2011), por lo que, se
deberia profundizar mas, para poder explicar estos resultados.

En la bibliografia se describe que, p.ej. para ciprofloxacino, primero aparecen mutaciones en
las dianas principales, y a continuacion en los genes que codifican para las bombas de flujo
generando cepas con acumulacion reducida (Ferrero, 1995), o, también, independientemente
unas de otras (Kaatz, 1997). En nuestro caso, no se ha podido detectar este mecanismo ni en
las cepas resistentes, que habian adquirido mutaciones en gyrA y grlA a partir de las
inicialmente sensibles a ciprofloxacino.

En resumen, ozenoxacino es la quinolona que posee la mejor actividad frente a las cepas
testadas de S. aureus con sustituciones en la ADN girasa y en la topoisomerasa IV, estando
siempre los valores de CMI obtenidos muy por debajo de los de las otras quinolonas, y de un
hipotético punto de corte de susceptibilidad-resistencia clinico.

Otra caracteristica importante de un nuevo agente antibacteriano es la habilidad de no
seleccionar facimente mutantes resistentes. Ozenoxacino presenta una muy baja frecuencia de
seleccién espontanea de mutantes resistentes, comparable a la de moxifloxacino, y mejor que
la de ciprofloxacino. Por otro lado, después de 28 pases sucesivos con concentraciones
subinhibitorias de ozenoxacino, las CMI de las cepas, ya inicialmente resistentes a
ciprofloxacino, aumentaron sélo hasta 2 mg/L, mucho menos que las de ciprofloxacino y
moxifloxacino, y sin estar relacionadas con un aumento de la expresion de los sistemas de
expulsién a antibidticos conocidos, que podrian implicar resistencias cruzadas con otros
compuestos.

En resumen, la habilidad de este compuesto para seleccionar con una baja frecuencia
mutantes resistentes en S. aureus, su no susceptibilidad a ser expulsado por bombas de flujo,
junto a su potente actividad, especialmente frente a bacterias Gram-positivas, le convierte en
un buen candidato para ser utilizado en infecciones bacterianas causadas por patégenos
susceptibles, que pueden ser resistentes a otras quinolonas o a otros antibiéticos.

Otras caracteristicas, como la definicion de las ventanas de seleccién de mutantes (Credito,
2010, Yamakawa, 2005, Zhao, 1999), ademas de, como se ha mencionado anteriormente, su
capacidad bactericida (Drlica, 2008), para los diferentes microorganismos completara el perfil
del producto, para su uso en el tratamiento de infecciones bacterianas.
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VI.1. MATERIALES Y METODOS

V.1.1. Modelo de infeccién dérmica por S. aureus en roedores, protocolo general.

Se utilizé un tipo de estudio de infeccion por via dérmica con S. aureus, en roedores (Gisby,
2000), con el objetivo de evaluar y cuantificar la eficacia de distintas formulaciones de
ozenoxacino, comparandolas entre ellas y frente a otros antibidticos de uso dérmico.

Los estudios se realizaron, durante los afios 2003-2009, en los Departamentos de
Farmacodinamia y Microbiologia de Harlan Laboratorios (Sta. Perpétua de la Mogoda,
Barcelona), con anterioridad Centro de Investigacion y Desarrollo Aplicado, S.A.L., y fueron
dirigidos desde los Dptos de Enfermedades Infecciosas del Centro de Investigacion y
Desarrollo Farmacéutico del Grupo Ferrer.

VI.1.1.1 Animales

Los estudios se realizaron utilizando ratones (machos, CD-1, de entre 21 y 28g al inicio del
experimental), procedentes de Charles River Laboratories France, SA. En un solo caso, en el
estudio EV-2, se utilizaron ratas (machos, Sprague Dawley de entre 350 y 410g, al inicio del
experimental) para poder realizar extracciones de sangre y conocer la absorcion sistémica del
ozenoxacino, tras su administracion dérmica. Los animales se estabularon en jaulas
individuales de Makrolon de 33,2 x 15,0 x 13,0 cm de tamafio y, todos los animales tuvieron
acceso ala comida y agua ad libitum.

VI.1.1. 2. Microorganismo o cepa infectante

Se utilizé la cepa de Staphylococcus aureus sensible a la meticilina ATCC 6538, y a los
animales se les inserté bajo la piel un hilo empapado con un inéculo de aproximadamente
2.5-10° UFC/cm de esta cepa.

En la preparacion de las suturas, para impregnar y cargar con S. aureus los hilos de sutura, se
sumergieron durante treinta minutos en un caldo que se incub6 durante una noche con S.
aureus ATCC 6538, hasta una concentracién de 10° UFC/mL, previamente ajustada por
espectrofotometria. Los hilos se extrajeron del caldo y se dejaron secar sobre un papel de filtro.

Para hacer un control de la carga microbiana de cada hilo, se cortaron dos fragmentos de 1 cm,
y cada uno de ellos, se introdujo en un tubo con 1 ml de caldo de extracto de levadura al 0,2%.
Tras agitar con un vortex, se realizaron diluciones de este caldo y se transfirieron 100 pl de las
mismas, en duplicado y en paralelo, a placas con agar CLED que se incubaron 24h a 37°C,
para realizar el recuento para cada hilo. El resto de los hilos se guardaron en nevera, hasta el
momento de su utilizacién, para ser insertados en los animales de experimentacion.

VI.1.1.3. Tratamientos

Los antibidticos administrados por via dérmica fueron, en el caso de o0zenoxacino,
suministrados por Ferrer Internacional SA, mientras que mupirocina y retapamulina fueron de
origen comercial (Bactobran® / Beecham / GlaxoSmithKline S.A., y Altabax® GlaxoSmithKline
Research Triangle Park, NC 27709).

En todos los experimentos se afiade un grupo de animales tratado con formulacion placebo,
con la misma pauta de administracion que los que reciben tratamiento con antibioticos (Gisby,
2000, Rittenhouse, 2006). El inoculo inicial corresponde a la carga del fragmento de hilo de
sutura, y el recuento de bacterias en la zona de la lesién infectada se realiza al final del
tratamiento.
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VI.1.1.4. Medios de cultivo

Para el recuento de las colonias de S. aureus en el indculo infectante se utilizé el agar CLED
(cistina-lactosa deficiente en electrolitos, SCHARLAU, Sentmenat, Espafia). Para el recuento
de la carga microbiana existente en la zona de la lesion se utilizaron tres tipos de agar: agar
CLED, agar CLED suplementado con un 2% de carbén activo (PANREAC, Castellar del Vallés,
Espafa), y agar CLED suplementado con cloruro magnésico 50mM (PANREAC, Castellar del
Vallgs, Espafia). Este parametro es el que se utiliza para la valoracion de la eficacia del
tratamiento. Se afiade carbén activo o cloruro magnésico a las placas con agar para inactivar
(inespecificamente) los restos de mupirocina, retapamulina u ozenoxacino que hayan quedado
en la muestra de piel, y que puedan haber llegado, tras la dilucion de la misma, a la placa de
agar que se utilizara para el recuento. Cualquier eliminacion de bacterias durante el proceso de
contaje debido al arrastre de antibiotico, enmascararia la carga real en la zona de la lesion, por
lo que se opta por la inactivacién de los antibidticos presentes en las muestras de piel, una vez
realizada la siembra en agar.

En la mayoria de los casos, los tres tipos de agar se utilizaron para el recuento del grupo
control, mientras que, para los grupos tratados con ozenoxacino se utilizd el agar CLED solo y
con cloruro magnésico, y para los grupos tratados con mupirocina y retapamulina, se utilizé el
agar CLED sélo y suplementado con carbdn activo. El agar CLED es un medio de cultivo
diferencial para aislar y contar bacterias, sin electrolitos, para impedir la indebida proliferacién
de otras especies.

VI.1.1.5. Modelo o protocolo general

En este modelo experimental, realizado mayoritariamente en ratones, el objetivo era confrontar
una cepa de S. aureus y una herida reciente en la piel de los animales, simulando una incision
(Gisby, 2000) y comparar, o diferentes productos, o diferentes formulaciones, o diferentes
patrones de administracion del producto.

En todos los experimentos realizados, el dia antes del inicio del estudio, se depil6 el lomo de
los animales y se repartieron en grupos de 10-15 ratones o 12 ratas, de manera aleatoria, y se
codificaron en doble ciego. Al inicio de cada experimento, se anestesiaron los animales con
pentobarbital sédico (55 mg/kg, ip) o isofluorano. La infeccibn dérmica se realizd insertando
una aguja enhebrada con un hilo de seda empapado con un inéculo de aprox. 2,5-10° UFC/cm
de S. aureus. Se perfor6 con la aguja de manera que sélo se traspasara la piel a la altura de la
cintura toracica (shoulder girdle) y saliera aproximadamente un centimetro mas abajo. Se
anudaron ambos extremos del hilo, para asegurar que éste no se moviera de su posicién
subcutanea, y se realizd una incisién superficial con un bisturi por encima de la zona entre los
dos nudos, sin alcanzar el panniculus carnosus. Finalmente, se cerré la incisiéon con una sutura
adhesiva.

Cuatro horas después de la infeccion, se aplicaron las primeras dosis de tratamiento con las
distintas formulaciones. En algunos experimentos se realizé una Unica aplicacion, en otros, se
continué el tratamiento hasta cinco dias, tres aplicaciones al dia. En las secciones posteriores,
y en formato tablas, se detallan las variaciones de los tratamientos efectuadas en los distintos
estudios, que béasicamente consistieron en diferentes patrones de administracion (de 1 a 5
dias, y de 1 a 3 veces al dia).

Los tratamientos se aplicaron tépicamente sobre la zona afectada en un volumen de aprox 0,1
mL por animal, con una jeringa, y se realizé un masaje de no menos de 30 segundos con la
yema del dedo, para facilitar y homogeneizar la absorcién del producto.

Aproximadamente, y no menos de, dieciséis horas después de la Ultima aplicacion (dia 1, 3 6
5), los animales se sacrificaron por dislocacion cervical, y se recortd y pes6 una area de la piel
de aprox 1 x 2 cm, que incluia la zona de la herida. Estas muestras se homogenizaron,
individualmente, en suero fisiolégico, y alicuotas de diferentes diluciones se emplacaron en
placas con agar CLED, con agar CLED y un 2% de carb6n activo, y en placas de agar CLED
con 50mM de cloruro magnésico, para evitar el arrastre de los antibidticos, como se ha

297



Capitulo VI. Eficacia in vivo de ozenoxacino
Apartado VI.1. MATERIAL Y METODOS

explicado anteriormente. Tras incubacion de las placas 24h a 37°C, se realiz6 el recuento del
namero de colonias. Los valores correspondientes al recuento microbioldgico (UFC/placa) se
transformaron a Log,o, teniendo en cuenta las diluciones realizadas, el peso en gramos de las
muestras de piel y el volumen en el que cada muestra fue homogeneizada. Los resultados se
expresan en Log;o de UFC/g de muestra de piel, y el limite inferior de deteccién fue de
aproximadamente 10° UFC/g de muestra de piel.

Ademas del recuento de colonias de S. aureus por gramo de piel, se presentd, por separado, el
namero de animales a partir de cuyas muestras de piel no se observé crecimiento bacteriano
con el objetivo de valorar en aquellos grupos de animales en los que los antibidticos topicos
pudieran tener un efecto mayor. Al realizar la lectura de las placas, hay algunos grupos con
placas sin crecimiento o con una sola colonia, cuyo recuento final suele estar en el limite de
deteccion (Rittenhouse, 2006) mientras que, para la mayoria de grupos, hay abundante
crecimiento en las placas de agar. Se presentan, en tablas, para cada grupo el nimero de
animales a partir de los cuales no se recuper6 S. aureus en la muestras de la zona de la lesion.

En el tratamiento estadistico de los datos, en cada estudio, se comparé el resultado de los
distintos tratamientos con el de su grupo control, tratado con una formulacion placebo. Se
realizaron comparaciones entre los grupos tratados con las formulaciones de ozenoxacino y los
antibiéticos comparativos utilizados, mupirocina, y retapamulina, y también, entre los grupos
tratados con distintas formulaciones de ozenoxacino. En funcion del estudio previo de la
normalidad de la poblacién, se utilizaron test estadisticos paramétricos (HSD de Tukey o la
prueba t de Student) o no paramétricos (Kruskall-Wallis). Las diferencias entre los signos
clinicos o efectos adversos detectados entre grupos se analizaron mediante el test de )(2 de
Pearson, con un nivel de significacion del 5%.

Se analizé previamente, en todos los estudios, si los animales que perdieron el hilo de sutura
durante el tratamiento presentaban recuentos mas bajos que los que lo habian mantenido bajo
la piel. Resultados no mostrados indican que no se han detectado diferencias estadisticamente
significativas (test de x2 de Pearson, con un nivel de significacién del 5%) entre ninguno de
ellos.

En la tabla VI.1 se avanzan de manera resumida las caracteristicas diferenciales de los
distintos estudios realizados, que se detallan, a continuacion, en los apartados VI.1.2 — VI.1.11.

Se han realizado nueve estudios consecutivos, en los que el principal objetivo fue evaluar la
eficacia in vivo del producto, el segundo identificar qué tipo de formulacion, y con qué tipo de
materia prima, podria ser la mas adecuada desde el punto de vista de eficacia y homogeneidad
de resultados, y, en tercer lugar, confirmar los resultados obtenidos, frente a productos
comparativos.

De manera mas detallada y ordenada en el tiempo, se listan los objetivos de los ensayos in
vivo realizados:

- Evaluar la eficacia de ozenoxacino en un modelo in vivo de infeccion dérmica (EV-1 a
EV-9).

- Analizar, en una primera fase, qué tipo de formulaciones podrian ser las mas
adecuadas, desde el punto de vista de eficacia y homogeneidad de resultados,
valorando distintos excipientes, producto solubilizado o en suspension, y absorcion
sistémica, con lotes de materia prima sintetizados a escala de laboratorio (EV-2 y EV-3).

- Analizar, si para diferentes lotes de materia prima, ya no a escala de laboratorio,
caracteristicas fisico quimicas como el tamafio de particula pueden influenciar en los
resultados de eficacia (EV-4 y EV-5).

- Confirmar, con la materia prima micronizada, la eficacia de ozenoxacino en distintos
tipos de formulaciones (EV-5).

- Determinar si existe relacion dosis-efecto de ozenoxacino en el modelo in vivo (EV-6)

- Evaluar la eficacia de las formulaciones de ozenoxacino seleccionadas con un patrén de
administracion largo (EV-7 y EV-8).

- Comparar la eficacia de las formulaciones seleccionadas de ozenoxacino con la
pomada de retapamulina al 1% (EV-9).
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TablaVI.1 Resumen del disefio de los estudios EV-1 - EV-9
" # grupos de Tipo de Concentracién #dias de # aplicaciones
Ensayo Compuesto (¥) ) . [y . o
animales formulacion de antibiético tratamiento diarias
mupirocina 1 pomada 2% 3
Ev-1 ozenoxacino (1) 2 gel 1% 4 i
EV-2 ozenoxacino (1) 4 gel 1% 4 3
mupirocina 1 pomada 2%
1 pomada
EV-3 ozenoxacino (1) 2 gel 1% s L
2 crema
: mupirocina 1 pomada 2%
EV-4 ozenoxacino (2) 2 pomada 1% L L
mupirocina 2 crema 2%
pomada
EV-5 2 crema 1 1
ozenoxacino (2) 1 pomada 1%
1 gel
mupirocina 1 pomada 2%
0,25 %
EV-6 . 0,5 % 1 1
ozenoxacino (3) 4 pomada 1%
2%
2 mupirocina 1 2%
EV-7 ozenoxacino (3) 1 pomada 1% 5 3
: mupirocina 1 2%
EV-8 ozenoxacino (3) 1 crema 1% 5 3
e
EV-9 P 1 omada ! L
ozenoxacino (3) P 1%
1 crema

(*): tipo de materia prima de ozenoxacino que se utiliza
(1): lotes de laboratorio, tamafio de particula pequefio

(2): lotes de matéria prima sintetizados a escala de 1 Kg aprox., se comparan lotes con producto micronizado y sin micronizar
(3): todos los lotes son con producto micronizado

VI.1.2. Estudio EV-1

El objetivo de este primer estudio, de infeccién dérmica por S. aureus en ratén, fue evaluar y
cuantificar la eficacia de ozenoxacino al 1% en una formulacién gel en la reduccion de la carga
microbiana en el lugar de la lesion, valorando dos patrones de administracion (tres veces al dia
y una vez al dia), y en comparacion a pomada al 2% de mupirocina (tres veces al dia), durante

tres dias.
Tabla VI.2 Estudio EV-1/ Infeccién dérmica por S. aureus sensible a la meticilina, en ratén
API Dias de Nimero
Antibiotico y tipo de Lote micronizado Ndm . tratamientos
o - h . tratamiento .
formulacion formulacion 0 sin animales (veces al dia) (detalle frecuencia
micronizar tratamientos)
Ozenoxacino gel 1% GTPO1 micronizado 10 4 (3) 11 (+4, +6, c8h)
Ozenoxacino gel 1% GTPO1 micronizado 8 4(1) 5 (+4, +6, c24h)
Mupirocina poma 2% PMUPA - 10 4 (3) 11 (+4, +6, c8h)
Placebo gel GPTO1 - 10 4 (3) 11 (+4, +6, c8h)

In6culo S. aureus ATCC 6538

2.5.10° UFC/cm
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VI.1.3. Estudio EV-2

En el siguiente estudio se valoro el efecto de la solubilizacién del producto en la formulacion, y
la influencia del pH, tanto en la actividad antibacteriana como en la absorcién sistémica de
ozenoxacino. El objetivo de este estudio fue evaluar la posible correlacion entre la permeacion
dérmica y la actividad antibacteriana in vivo de cuatro formulaciones de ozenoxacino al 1% en
gel, en el modelo de infeccién dérmica por S. aureus sensible a la meticilina, que se realizé en
ratas, en lugar de en ratones, para poder disponer de plasma suficiente para evaluar la
absorcion sistémica de ozenoxacino.

En el estudio EV-2 se ensayaron geles de ozenoxacino al 1%, con distintas cantidades de
potenciadores de la penetracién dérmica, con el objetivo de identificar la formulacion que
aporte mayor eficacia y superior homogeneidad en la respuesta individual. Se busco
correlacionar la actividad con la absorcion sistémica del producto, evaluando también el efecto
del pH en las formulaciones. Se testd distintas formulaciones tipo gel, una a pH 10 vs otros
geles a pH 6.8, en todos los geles el producto esta solubilizado.

Tabla VI.3 Estudio EV-2 / Infeccién dérmica por S. aureus SM en rata
API Dias de Numero
Antibiético Lote micronizado Nam tratamiento tratamientos
y tipo formulacion formulacién o sin animales (veces al dia) (detalle frecuencia

micronizar tratamientos)
Ozenoxacino 1% gel GLTO02 micronizado 12 4 (3) 9 (+4, +6, c8h)
Ozenoxacino 1% gel GLTO3 micronizado 12 4 (3) 9 (+4, +6, c8h)
Ozenoxacino 1% gel GLTO4 micronizado 12 4 (3) 9 (+4, +6, c8h)
Ozenoxacino 1% gel GLTO5 micronizado 12 4 (3) 9 (+4, +6, c8h)
Placebo gel GPTO02 - 12 4(3) 9 (+4, +6, c8h)

Inéculo S. aureus ATCC 6538 2.5-10° UFC/cm

Cuatro horas después de la infeccién se inici6 la aplicacién de los distintos tratamientos vy, seis
horas después la segunda aplicacién. Tres aplicaciones al dia (cada 8 horas) se realizaron
durante los dos dias siguientes para todos los tratamientos, en el cuarto dia sélo se realiz6 la
primera aplicacion. Al quinto dia, veinticuatro horas después de la Ultima aplicacion, los
animales se anestesiaron con pentobarbital sddico (50 mg/kg, ip) y se extrajo mediante puncién
intracardiaca la maxima cantidad de sangre posible. Los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical, y se procesaron, de cada uno de ellos, muestras de piel (1 x 2 cm) que
incluian la zona de la herida.

VI.1.4. Estudio EV-3

En este estudio el objetivo fue comparar cinco formulaciones distintas de ozenoxacino al 1%,
una pomada, dos geles y dos cremas, ademas de mupirocina pomada al 2%. El gel del lote
GLTO06, era la misma formulacién que el lote GLTO02, utilizada en el estudio EV-2, con el
producto solubilizado a pH 6,8, que es con la que se habian obtenido mejor y mas homogéneos
resultados de eficacia. Como control negativo se utilizé un grupo tratado con una formulacion
placebo pomada, correspondiente a la pomada de ozenoxacino al 1% de este estudio.

Se modificé también, el patron de administracion, tratando los animales una vez al dia, durante
los tres dias siguientes a la infeccion.
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TablaVl.4 Estudio EV-3/Infeccion dérmica por S. aureus SM en raton
. Namero
Antibiotico y tipo Lote AP Ndm Dlas_de tratamientos
> s micronizado o ; tratamiento .
formulacién formulacién . . ; animales . (detalle frecuencia
sin micronizar (veces al dia) .
tratamientos)
Ozenoxacino 1% pomada PDTO1 micronizado 15 3(1) 3 (+4, c24h)
Ozenoxacino 1% gel GLTO06 micronizado 15 3(1) 3 (+4, c24h)
Ozenoxacino 1% gel GLTO7 micronizado 15 3(1) 3 (+4, c24h)
Ozenoxacino 1% crema TCTO1 micronizado 15 3() 3 (+4, c24h)
Ozenoxacino 1% crema TCTO02 micronizado 15 3(1) 3 (+4, c24h)
PMUPB
Mupirocina 2% pomada (Bactobran™, - 15 3(1) 3 (+4, c24h)
Beecham)

Placebo pomada DPTO1 - 15 31 3 (+4, c24h)
Inéculo S. aureus ATCC 6538 2.5-10° UFC/cm

En este ensayo, se realiza una aplicacion de los distintos tratamientos a los animales, cuatro
horas después de la infeccién, y, 24 y 48 horas después. Al cuarto dia, al menos 20 horas
después de la ultima aplicacion, todos los animales fueron sacrificados y las muestras de piel
procesadas para el recuento de S. aureus viables.

VI.1.5. Estudio EV-4

El objetivo de este estudio fue evaluar y cuantificar la actividad antibacteriana in vivo de dos
pomadas al 1% de ozenoxacino, fabricadas con distintos lotes de producto y después de un
Unico tratamiento, en el mismo modelo de infeccibn dérmica por Staphylococcus aureus en
ratén. Se utiliz6 como comparador un grupo tratado con pomada de mupirocina al 2%, y a los
animales del grupo control negativo se les aplicé una pomada placebo (lote DPT02), con los
mismos excipientes y proceso de fabricacion equivalente a las de ozenoxacino.

De las dos pomadas con ozenoxacino al 1% que se testaron en este estudio, una de ellas (Lote
PDTO02) se habia preparado con producto sin micronizar y la otra (Lote PDT03), con producto
micronizado (tabla VI.5). En estos momentos del desarrollo, el escalado del producto permitié
trabajar con los primeros lotes de proceso del principio activo, no de laboratorio, que tras su
caracterizacion inicial, permitieron realizar una micronizacién como ultima fase de su proceso
de sintesis. Los productos que se estudiaron en este ensayo, fueron el correspondiente a antes
y después, de esta Ultima fase de micronizacién, por tanto poseian distintos tamafios de
particula.

Tabla VI.5 Formulaciones Estudio EV-4
Lotes pomada Tamano de particula ozenoxacino (pm)
. Lotes de L
de ozenoxacino ) Caracteristicas .
al 1% ozenoxacino Moda Percentil g9
PDTO2 GP003-RD102 sin micronizar 45,75 77,05
PDTO3 TO5 micronizado 1,17 5,30
Tabla VI.6 Estudio EV-4 / Infeccién dérmica por S. aureus meticilin sensible en raton
. Namero
Antibiotico y tipo Lote . API Ndm D|as.de tratamientos
2, . micronizado o ; tratamiento .
formulacion formulacion . . ) animales P (detalle frecuencia
sin micronizar (veces al dia) .
tratamientos)
Ozenoxacino 1% . .
pomada PDTO02 micronizado 15 1(1) 1(+4)
i 0,
Ozenoxacino 1% PDTO3 sin micronizar 15 1(1) 1(+4)
pomada
Mupirocina 2%
pomada PMUPC - 15 1(1) 1(+4)
Placebo pomada DPTO02 - 15 1(1) 1(+4)
Inéculo S. aureus ATCC 6538 2.5-10° UFC/cm
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VI.1.6. Estudio EV-5

En este estudio se compararon tres formulaciones distintas de ozenoxacino al 1% (gel, pomada
y crema), todas ellas preparadas con ozenoxacino micronizado (lote TO5) y, de nuevo, una
formulaciéon crema, preparada con producto sin micronizar (lote GP003-RD102). Las
formulaciones crema poseian los mismos excipientes que la anteriormente testada TCT02. Se
testaron, también, dos formulaciones con mupirocina al 2%, una pomada y una crema, y al
grupo control negativo se le aplicé una pomada placebo.

Tabla VI.7 Estudio EV-5/ Infeccién dérmica por S. aureus meticilin resistente en ratén
API Dias de Namero
Antibiético y tipo de Lote micronizado NUm . tratamientos
o . - . tratamiento .
formulacion formulacion o sin animales (detalle frecuencia

(veces al dia)

micronizar tratamientos)

Ozenoxacino 1% gel GLTO08 micronizado 13 1(1) 1(+4)

. o . .
Ozenoxacino 1% PDTO4 micronizado 12 1(1) 1(+4)
pomada
Ozenoxacino 1% micronizado 13
crema TCTO3 1(1) 1(+4)
Ozenoxacino 1% no 13
crema TCTO4 micronizado 1@ 1(+4)
Mupirocina 2%
pomada PMUPD - 13 1(1) 1(+4)
Mupirocina 2%
crema CMUPA - 13 1(1) 1(+4)
Placebo pomada DPTO3 - 13 1(1) 1(+4)
Inéculo S. aureus ATCC 6538 2.5.10° UFC/cm

A los animales, tras la infeccidn, se les aplicé una sola dosis de tratamiento, igual que en el
estudio anterior, a las 16 horas fueron sacrificados, y a continuacion, las muestras de piel
procesadas.

VI.1.7. Estudio EV-6

En este estudio se evalud la actividad antibacteriana in vivo de pomada con distintas
concentraciones de ozenoxacino (0,25%, 0,5%, 1% and 2%), con el objetivo de determinar si
existia relacion dosis-efecto del producto en el modelo de infeccidon dérmica en raton, tras una
administracion Unica. El producto utilizado, de aqui en adelante, fue siempre ozenoxacino
micronizado.

Tabla 8 Estudio EV-6 / Infeccién dérmica por S. aureus meticilin resistente en ratén
API Dias de Namero
Antibiotico y tipo de Lote micronizado Ndm tratamientos

tratamiento

formulacién formulacion o0 sin animales (veces al dia) (detalle frecuencia
micronizar tratamientos)
Ozenoxacino 0,25% . .
pomada PDTO5 micronizado 15 1(1) 1(+4)
. o . .
Ozenoxacino 0,5% PDTO6 micronizado 15 1(1) 1(+4)
pomada
Ozenoxacino 1% PDTO7 micronizado 15
pomada 1@ 1(+4)
. o . .
Ozenoxacino 2% PDTO08 micronizado 15 1(1) 1 (+4)
pomada
T 0
Mupirocina 2% PMUPE B 15 1(1) 1(+4)
pomada
Placebo pomada DPTO4 - 15 1(1) 1 (+4)
Inéculo S. aureus ATCC 6538 2-10° UFC/cm
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VI.1.8. Estudio EV-7

El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia in vivo de una formulacién pomada de
ozenoxacino al 1%, como la del estudio anterior, después de un tratamiento de 5 dias, con
aplicaciones tres veces al dia, en el modelo de infeccion dérmica por S. aureus en raton. Como
comparador positivo se utilizé un grupo de animales tratados con pomada de mupirocina al 2%,
y como control negativo, un grupo tratado con pomada placebo.

Tabla VI.9 Estudio EV-7 / Infeccién dérmica por S. aureus meticilin resistente en ratén

Antibiético y Lote APl micronizado Ndm Dias de Nimero (detalle

. 7 L. ] . ) - tratamiento .
tipo formulacion  formulaciéon o sin micronizar  animales . tratamientos +h)
(veces al dia)

Ozenoxacino 1%

pomada PDTO09 micronizado 15 5(3) 12 (+4, +6, c8h)
e o
Mupirocina 2% PMUPF - 15 5 (3) 12 (+4, +6, c8h)
pomada
Placebo pomada DPTO05 - 15 5(3) 12 (+4, +6, c8h)
In6éculo S. aureus ATCC 6538 2 -10° UFC/cm

VI.1.9. Estudio EV-8

El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia in vivo, de una formulacién crema de
ozenoxacino al 1%, después de un tratamiento de 5 dias, con aplicaciones tres veces al dia, en
el modelo de infecciéon dérmica por S. aureus en ratén. Como control positivo se utilizd un
grupo de animales tratados con pomada de mupirocina al 2%, y como control negativo, un
grupo tratado con placebo crema.

Tabla VI.10 Estudio EV-8 /Infeccién dérmica por S. aureus meticilin resistente en raton
Antibiético y tipo de Lote API micronizado o Dlas‘de Numero tratam|enFos
o L. ; . . tratamiento (detalle frecuencia
formulacion formulacién sin micronizar . .
(veces al dia) tratamientos)

Ozenoxacino 1% crema TCTO05 micronizado 5(3) 12 (+4, +6, c8h)
Mupirocina 2% pomada PMUPG - 5(@3) 12 (+4, +6, c8h)
Placebo crema TPTO1 - 5(@3) 12 (+4, +6, c8h)
Inéculo S. aureus ATCC 6538 2 -10° UFC/cm

VI.1.10. Estudio EV-9

El objetivo del estudio fue evaluar la eficacia in vivo de dos formulaciones de ozenoxacino al
1%, una crema y una pomada, en el modelo de infecciébn dérmica por Staphylococcus aureus
en raton. Se utilizaron como comparativos mupirocina y retapamulina pomadas al 2% y 1%,
respectivamente, y como control negativo, un grupo tratado con placebo crema, equivalente a
la formulacién crema de ozenoxacino. Todos los tratamientos se administraron una sola vez.
Retapamulina es el dltimo antibiético tépico lanzado al mercado para su uso en infecciones no
complicadas de piel y de estructuras relacionadas (Cada, 2007, Parish, 2008, Rittenhouse,
2006a, Shawar, 2009, Yang, 2008), por lo que se ha considerado interesante comparar su
eficacia in vivo, frente a ozenoxacino. Las formulaciones crema y pomada de ozenoxacino al
1% son como las utilizadas en los experimentos anteriores.

Tabla VI.11 Estudio EV-9 /Infeccién dérmica por S. aureus meticilin resistente en raton
API Dias de Namero
Antibiotico y tipo Lote micronizado Ndm tratamiento tratamientos
formulacion formulacién o sin animales (veces al (detalle frecuencia
micronizar dia) tratamientos)
Ozenoxacino 1% crema TCTO6 micronizado 15 1(1) 1 (+4)
Ozenoxacino 1% pomada PDT10 micronizado 15 1(1) 1(+4)
Mupirocina 2% pomada PMUPH - 15 1(1) 1(+4)
Retapamulina 1% pomada PRETA - 15 1(1) 1(+4)
Placebo crema TPTO2 - 15 1(1) 1(+4)
Indculo S. aureus ATCC 6538 1 -10° UFClcm’
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VI.2. RESULTADOS

Los resultados de eficacia de los distintos estudios se muestran en las tablas y figuras
siguientes, con los recuentos bacterianos obtenidos en la zona de la lesion extirpada de cada
animal. Los valores se expresan como el logaritmo en base 10 de la media aritmética de las
unidades formadoras de colonias por gramo de piel. El in6culo infectante fue, tal y como se ha
reportado en el apartado VI.1 de materiales y métodos, de alrededor de 2-10°> UFC/cm?; ésta es
la concentracién de la carga bacteriana del hilo que se inserta bajo la piel, en una longitud de
aproximadamente un centimetro.

En las figuras se representan los recuentos individuales, y en algun caso se afiaden figuras con
las medias y con la desviacion estandar, que reflejan los resultados y las diferencias o
similitudes entre grupos de tratamiento.

Se presentan en tablas, también, el nimero de animales por grupo de tratamiento en los que el
recuento de viables fue inferior al limite de deteccién (aproximadamente 10> UFC/mL) para
identificar aquelllos grupos en los que el tratamiento habia sido mas efectivo,
independientemente de la media del recuento de viables.

Se han evaluado distintos signos clinicos de los animales, desde el peso a la observacion de la
zona de la lesién y el crecimiento del pelaje. En todos los casos, no han existido signos clinicos
destacables ni diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos de cada
estudio. Los resultados detallados al respecto no se recogen en este documento.

También para cada grupo de animales, se ha valorado si existian diferencias en los resultados
entre los animales que habian perdido o mantenido el hilo de sutura bajo la piel y los que lo
habian mantenido, hasta la toma de muestras. Resultados no mostrados nos indican que no se
han detectado diferencias entre ellos, a pesar de que un pequefio porcentaje de los animales
no habian mantenido el hilo al final del mismo.

VI.2.1 Resultados Estudio EV-1

En este estudio se evalu6 la eficacia de un gel de ozenoxacino al 1%, en el modelo de
infecciéon dérmica por S. aureus en ratén, comparado a pomada de mupirocina al 2%, tras un
tratamiento de 3 dias. El patron de administracién fue para un grupo de ozenoxacino y el grupo
de mupirocina de tres veces al dia, y para un segundo grupo de ozenoxacino de una
administracion diaria.

No se han observado diferencias estadisticamente significativas (Chi-square of Pearson test,
p<0,05) en ninguno de los signos clinicos evaluados entre los diferentes grupos, ni dias de
tratamiento.

Los valores globales (media, error estandar de la media —SEM- y desviacion estandar —DS-)
correspondientes al recuento microbiolégico de las muestras de piel para cada grupo en agar
CLED con un 2% de carb6n activo, se detallan en la tabla siguiente:

Tabla VI.12 Recuento microbiolégico de las muestras de piel / Estudio EV-1
Log 10 (UFC/g piel)
Tratamiento (lote) Patrén de administracion Agar CLED agar + 2% carbon activo
Media SEM DS
Control placebo gel (GDP01) 7,17 0,061 0,181
Mupirocina pomada 2% (PMUPA) 3 veces al dia/ 3 dias 3,01 0,392 1,241
Ozenoxacino gel 1% (GTPO01) 4,96 0,431 1,372
Ozenoxacino gel 1% (GTPO01) Una vez al dia/ 3 dias 4,42 0,653 1,823

Los valores de recuento de S. aureus en la zona de la lesion, obtenidos, en ambos tipos de
agar, para todos los grupos de tratamiento han sido diferentes, con significacion estadistica, de
los del grupo control a los que se les aplico placebo (Tukey’s HSD test, p<0.05), demostrando
la eficacia de los tratamientos antibiéticos sobre la infeccion. Se ha reproducido la infeccién en
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los animales, y, todos los grupos tratados con formulaciones con antibiético han visto
marcadamente reducida la carga bacteriana en la zona de la infeccion.

No se han detectado diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos con
patrones de administracion de gel al 1% de ozenoxacino (tres veces al dia vs una vez al dia).
No se han detectado diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado tres
veces al dia con pomada de mupirocina al 2% y los grupos tratados una vez al dia y tres veces
al dia, con gel de ozenoxacino al 1% (Tukey's HSD test, p<0.05).

En la siguiente figura se observan los resultados individuales del recuento de bacterias (UFC/g
de piel) que se han obtenido para los distintos grupos de tratamiento, en la que destaca la
homogeneidad de los resultados tanto para el grupo control como para el tratado con
mupirocina, mientras que menos para los grupos tratados con ozenoxacino. Los valores de DS
de la tabla para mupirocina (1,241) son debidos a una Unica muestra que, tal y como se
observa en la figura, se separa del resto. Sin ella, la DS seria de 0,110, mientras que para los
grupos tratados con ozenoxacino, los valores altos de DS (0,1372 y 1,823) reflejan el
comportamiento del producto en este ensayo.

Figura VI.1. Recuento microbiolégico en las lesiones de los animales del estudio EV-1

Estudio EV-1

Log10 (ufc/g piel)
o B N W A~ OO N

Placebo gel GPTO1 TID MUP 2% pomada PMUPATID OZN 1% gel GLTO1 TID OZN 1% gel GLTO1 SID

Grupos de Tratamiento (datos individuales)

El numero de animales, dentro de cada grupo de tratamiento, en los que no se detectd
crecimiento de colonias de S. aureus se detalla en la tabla siguiente:

TablaVIi.13 |
Estudio EV-1
Numero de animales en los que no se detecta
Tratamiento Patrén de administracion crecimienFo de colonias de_S. aureus en las placas /
Nimero total de animales por grupo
Agar CLED Agar CLED + 2% carbon activo
Control placebo gel GDP0O1 0/10 0/10
Mupirocina pomada 2% PMUPA 3 veces al dia/ 3 dias 9/10 8/10
Ozenoxacino gel 1% GTPO1 3/10 0/10
Ozenoxacino gel 1% GTPO1 Una vez al dia/ 3 dias 3/8 1/8

Entre los animales del grupo tratado con mupirocina al 2% se ha detectado menor presencia de
S. aureus en la zona de la lesién, hasta el punto de que en las muestras de piel de 8 de los 10
animales no ha habido crecimiento bacteriano, mientras que si lo ha habido en los tratados con
ozenoxacino al 1%.

En resumen, a pesar de que no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos tratados con ozenoxacino y el grupo tratado con mupirocina, se observan menores
valores de recuperado con mupirocina, y por tanto mayor actividad, en comparacién con
ozenoxacino. Se observa que se diferencia claramente el grupo tratado con mupirocina al 2%
(menores recuentos, mayor nimero de animales sin crecimiento de S. aureus en la lesion, vy,
sobretodo, mayor homogeneidad de resultados entre animales), y los grupos tratados con gel
al 1% ozenoxacino (mucha variabilidad en los recuentos, y pocos animales con muestras de
piel con recuento de viables por debajo del limite de deteccion). Mupirocina presenta mayor
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homogeneidad de resultados y menores valores de recuento de bacterias que los grupos
tratados con ozenoxacino, en este ensayo.

VI.2.2 Resultados Estudio EV-2

En este estudio se evalud la eficacia de cuatro geles de ozenoxacino al 1%, con distinta
composicién de excipientes y a dos pH: 6,8 o0 10, vs un gel placebo a pH10. El objetivo de este
ensayo era obtener una formulacion cuyos resultados de eficacia fueran superiores en
actividad y homogeneidad a los del estudio anterior. Todos los grupos de animales fueron
tratados tres veces al dia durante 4 dias, y no se incluyd mupirocina en este ensayo. Este
ensayo se realizo en ratas para poder disponer de suficiente muestra de plasma para poder
valorar la presencia del producto en sangre y correlacionar con las caracteristicas de las
distintas formulaciones.

No se han detectado anomalias, en este estudio en rata, en ninguno de los signos clinicos
evaluados durante el mismo, como crecimiento del pelo, lesiones, inflamacién o enrojecimiento
de la piel en la zona de la infeccion. No se han observado diferencias estadisticamente
significativas (Chi-square of Pearson, p<0,05) para los parametros evaluados entre los distintos
grupos, ni con las formulaciones gel a pH 6.8, ni con las a pH 10.

En la tabla siguiente se presentan los valores correspondientes al recuento microbiblogico de
las muestras de piel para cada grupo de tratamiento y tipo de medio de cultivo.

TablaVl.14 |
Recuento microbiolégico de las muestras de piel / Estudio EV-2
Patron de Log 10 (UFC/g piel)
Tratamiento administracion Agar CLED + 50mM MgCl,
Media SEM SD
Control gel placebo GPT02 pH10 5,26 0,485 1,679
Ozenoxacino 1% gel GLT02 pH6.8 2,82 0,432 1,497

3vecesaldia/4

Ozenoxacino 1% gel GLT03 pH6.8 dias 3,39 0,406 1,408
Ozenoxacino 1% gel GLT04 pH6.8 2,77 0,351 1,166
Ozenoxacino 1% gel GLTO05 pH10 4,40 0,396 1,373

Los valores obtenidos en agar CLED para los tratamientos con los lotes GLT02, GLTO03 y
GLTO04 de geles de ozenoxacino al 1% han sido significativamente distintos de los del grupo
control (Tukey's HSD test, p<0.01). En agar CLED + 50mM MgCl,, los grupos tratados con los
lotes GLT02 y GLT04 han mostrado diferencias con los del grupo control (Test de Tukey HSD
con un nivel de significacion de 0,01. El grupo tratado con el lote GLT03 ha presentado
diferencias del grupo control con un nivel de significacion de 0,05. No se han observado
diferencias estadisticamente significativas entre el lote de ozenoxacino gel a pH 10, lote
GLTO5, y el grupo control, placebo, en ninguno de los medios de cultivo. Tampoco se han
detectado diferencias estadisticamente significativas entre las cuatro formulaciones de
ozenoxacino al 1%.

Respecto a la variabilidad de los resultados, dentro de cada grupo, se observa, en la tabla
VI.19 y en la figura V1.2, que no ha mejorado respecto a los del estudio anterior tabla VI.17. En
el caso del grupo tratado con placebo, en este modelo en rata, presenta mucha mayor
variabilidad de respuesta que en el estudio anterior, en ratén.

En la siguiente figura se observan los resultados individuales del recuento de bacterias (UFC/g
de piel) obtenidos en los distintos grupos de tratamiento.
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Figura VI.2. Recuento microbioldgico en las lesiones de los animales del estudio EV-2

Estudio EV-2

Log10 (ufc/g piel)
o P N W b OO N 0

Placebogel GPTO2 pH10 OZN 1%gel GLT02 pH6,8 OZN 1%gel GLTO3 pH6,8 OZN 1%gel GLTO4 pH6,8  OZN 1%gel GLTOS pH 10

Grupos de Tratamiento (datos individuales)

El nUmero de animales, dentro de cada grupo de tratamiento, en los que no se ha detectado
crecimiento de colonias de S. aureus se detalla en la tabla siguiente:

TablaVI.15 |
Estudio EV-2

Ndmero de animales en los que no se detecta

Tratamiento Pgt(én de” crecimienfo de colonias de_S. aureus en las

administracion placas / Namero total de animales por grupo

Agar CLED Agar CLED + 50mM MgCl,

Control gel placebo GPT02 pH10 1/12 2/12
Ozenoxacino 1% gel GLT02 pH6.8 9/12 7112
Ozenoxacino 1% gel GLT03 pH6.8 3 veces al dia/ 4 dias 6/12 4/12
Ozenoxacino 1% gel GLT04 pH6.8 7112 4/12
Ozenoxacino 1% gel GLTO05 pH10 2/12 1/12

Se observa en las dos tablas anteriores que ha habido una relevante disminucién del recuento
de bacterias en las muestras de piel, para aquellos grupos tratados con gel de ozenoxacino a
pH 6,8 (lote GLT02), que concuerda con el hecho que se hayan detectado 7 animales con
recuento por debajo del limite de deteccién de colonias, en un mismo grupo. De manera global,
se observa que 16 de los 60 animales tratados, presentan recuentos por debajo del limite de
deteccion para S. aureus, en la zona de la lesion; entre ellos, hay dos de los animales del
grupo control, por lo que parece que establecer la infeccién en el modelo de rata ha sido mas
dificil que en el modelo de raton, a raiz de los resultados globales que se presentan en esta
seccion.

A pesar de la similitud, en el andlisis estadistico, entre los resultados de los cuatro grupos
tratados con ozenoxacino gel al 1%, el grupo que ha presentado mayor homogeneidad de los
resultados individuales ha sido la formulacién GLT02, con unos buenos resultados de
eliminacién de bacterias en el recuento en piel (en 7 de 12 animales por debajo del limite
inferior), tal y como se habia obtenido con mupirocina en el ensayo precedente, y que era el
objetivo al modificar las formulaciones de ozenoxacino.

La tabla VI.20 y la figura V1.3 muestran los parametros cinéticos obtenidos de un analisis
compartimental y las curvas con los resultados de absorcion de ozenoxacino.

TablaVI.16 |
Farmacocinética en plasma, después de la administracion repetida de 4 geles de ozenoxacino al 1%, en un
modelo de eficacia en infeccién dérmica por S. aureus en rata (EV-2)
No de Patron de Dosis Parametros Resultados
animales administracion (unidades) GLTO02 GLTO3 GLTO04 GLTO5
Tmax (h) 0,3 1 0,3 0,3
60 01mL Crmax (ng/mL) 33,7 37,6 49,2 57
(5 grupos ! . 2,6 mg/kg AUC.
de 12 3 vg((:j?asgdla 0,26mglcm? | (h-ng/mL) 209,4 326,9 215,6 301,2
animales) AUC.inf
(h-ng/mL) 285,3 377,3 406,8 402,9

309




Capitulo VI. Eficacia in vivo de ozenoxacino
Apartado VI.2. RESULTADOS

Figura VI.3
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Los resultados del analisis de la penetracién dérmica han revelado que no habia diferencias
significativas entre los niveles plasmaticos obtenidos tras la administracién de las cuatro
formulaciones en gel de ozenoxacino al 1%, con C,. de entre 33,7 y 57 ng/mL. El producto ha
sido rapidamente absorbido (T.x entre los 15 y 60 minutos) y se ha observado una liberacion
lenta y sostenida de la piel a la sangre hasta 24 horas después de la aplicacion de las
formulaciones, como se presenta en la figura VI.3.

Por actividad, las formulaciones se ordenaron, de mayor a menor: GLT02, GLT04, GLT03 y
GLTO05, mientras que por niveles plasmaticos, las formulaciones con mayor absorcion fueron la
GLTO5 y la GLTO03, seguidas de la GLT04 y la GLT02. No se ha detectado correlacion entre los
resultados de actividad y las concentraciones plasméticas observadas (se completa en capitulo
VII), aunque la formulacion que mejor, y mas homogénea, actividad presenté habia sido la que
menos se habia absorbido (GLT02), y las que peor actividad demostraron (GLTO5 y GLTO03)
fueron las que mas se habian absorbido. No hay suficientes datos, ni lo bastante robustos,
como para establecer esta relacion inversamente proporcional entre los geles de ozenoxacino,
ni atribuirlos a los distintos excipientes cuyo objetivo era actuar como favorecedores de la
absorcion.

Los resultados de este estudio si permiten seleccionar a la formulacion GLT02, como el gel que
ha presentado mejores resultados de eficacia y homogeneidad.

VI.2.3 Resultados Estudio EV-3

En este ensayo se estudi6 la actividad del gel con el que se habian obtenido mejores
resultados en el estudio anterior, junto a una formulacién pomada, dos cremas y otro gel, todos
con ozenoxacino al 1%. Los tratamientos se administraron una vez al dia durante 3 dias, y se
incluyé un grupo tratado con mupirocina pomada al 2%. El objetivo era valorar si con otro tipo
de formulacién era posible mejorar la eficacia in vivo de ozenoxacino, detectada con los geles
en el estudio anterior.

Durante el estudio, no se han observado lesiones significativas en la piel de los animales, ni
enrojecimiento del é&rea tratada ni crecimiento anormal del pelaje con ninguna de las
formulaciones. Sélo un animal del grupo control, tratado con pomada placebo, habia
presentado inflamaciébn en la zona de la infeccibn. No se han observado diferencias
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estadisticamente significativas (Pearson’s xz test, p<0.05) para ninguno de los signos clinicos
observados entre los diferentes grupos.

Los valores globales correspondientes al recuento microbiolégico de los distintos grupos de
tratamiento y con los diferentes medios de cultivo se muestran en la tabla siguiente.

Tabla VI.7 Recuento microbiolégico de las muestras de piel / Estudio EV-3
Log 10 (UFC/g piel)
Tratamiento Pz_itr_()n de_ Agar Agar CLED + 50mM Agar CLED + 2%
administracion | CLED MgCl, carbdén activo
Media | Media | SEM DS | Media | SEM DS
Control pomada placebo (DPT01) 6,46 6,42 | 0,186 | 0,719 | 6,44 | 0,201 | 0,698
Mupirocina 2% pomada (PMUPB) 3,60 3,95 | 0,351 | 1,358

Ozenoxacino 1% pomada (PDT01) 3,06 3,00 | 0,251 | 0,973 - - -

lvezaldia/3

Ozenoxacino 1% gel (GLTO06) dias

3,48 3,54 | 0,227 | 0,880 - - -

Ozenoxacino 1% gel (GLTQ7) 3,19 3,34 | 0,244 | 0,945 - - -
Ozenoxacino 1% crema (TCTO01) 3,78 3,16 | 0,285 | 1,105 - - -
Ozenoxacino 1% crema (TCT02) 2,93 3,37 | 0,331 | 1,280 - - -

Los valores obtenidos para los grupos tratados con los antibiéticos ozenoxacino y mupirocina
han sido diferentes, con significacion estadistica, de los del grupo placebo, que habia
presentado recuentos superiores (Tukey's HSD test, p<0,05).

No se han encontrado diferencias entre las distintas formulaciones pomada, geles y cremas
con ozenoxacino al 1%, aunque de mayor a menor actividad se ordenarian las formulaciones
como pomada, cremas y geles. Tampoco se han detectado diferencias entre los distintos tipos
de formulaciones con ozenoxacino al 1% y la pomada con mupirocina al 2%.

La homogeneidad de respuesta intragrupo ha mejorado un poco, respecto a los estudios
anteriores, sobretodo con la pomada y los geles, y algo menos con las cremas. En el caso de la
pomada y los geles, un solo animal posee un recuento mayor, sin el que, la variabilidad de los
recuentos baja hasta niveles de DS de entre 0,3-0,5. Los resultados para el grupo tratado con
placebo son equivalentes a los grupos tratados mas homogéneos, mejores que en EV-2 y
peores que en EV-1. El grupo tratado con mupirocina presenta una no muy buena
homogeneidad de respuesta, aunque mejor que en EV-2, en rata.

En la siguiente figura se observan los resultados individuales del recuento de bacterias (UFC/g
de piel) que se han obtenido en los distintos grupos de tratamiento.

Figura VI.4. Recuento microbioldgico en las lesiones de los animales del estudio EV-3

Estudio EV-3

Log10 (ufc/g piel)
o B N W A~ OO N

Placebopomada MUP2% pomada OZN 1% pomada OZN 1%gel GLTO6 OZN 1%gel GLTO7  OZN 1%crema OZN 1% crema
DPTO1 PMUPB PDTO1 TCTO1 TCTO02

Grupos de Tratamiento (datos individuales)

El nimero de animales, dentro de cada grupo de tratamiento, en los que no se ha detectado
crecimiento de colonias de S. aureus se detalla en la tabla siguiente.
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Tabla VI.18 Estudio EV-3
Ndmero de animales en los que no se detecta
crecimiento de colonias de S. aureus en las placas
Tratamiento Patrén de / Nimero total de animales por grupo
administracion Agar CLED + Agar CLED +
o .
Agar CLED 50mM MgCl, 2% ca_\rbon
activo
Control pomada placebo (DPT01) 0/15 0/15 0/15
Mupirocina 2% pomada (PMUPB) 5/15 - 4/15
Ozenoxacino 1% pomada (PDT01) 1 vez al dia 4/15 8/15 -
Ozenoxacino 1% gel (GLTO06) /3 dias 1/15 0/15 -
Ozenoxacino 1% gel (GLTQ7) 10/15 4/15 -
Ozenoxacino 1% crema (TCTO01) 6/15 7/15 -
Ozenoxacino 1% crema (TCT02) 11/15 7/15 -

Se observa que, en las muestras de piel de todos los animales tratados con placebo se han
recuperado bacterias, al igual que en casi todos los animales tratados con el gel de
ozenoxacino lote GLTO06, a diferencia de lo que habia ocurrido en el ensayo anterior con esta
formulacién en el modelo en rata. Por otro lado, los grupos tratados con la pomada y las
cremas de ozenoxacino, siempre al 1%, han presentado los mejores resultados con
erradicacion de S. aureus en las muestras de piel procedentes del 50% de los animales. El
grupo tratado con pomada de mupirocina al 2% y el gel de ozenoxacino al 1%, lote GLTO7, han
presentado 4 animales, de 15, en los que no se han recuperado colonias de S. aureus de la
zona de su lesion.

Las mejores formulaciones parecen, a raiz de estos resultados, de eficacia, las dos cremas
(lotes TCTO1 y TCTO02) y la pomada (PDTO01) de ozenoxacino al 1%.

Los resultados en este estudio han demostrado una importante reducciéon de la infeccién
bacteriana en todos los grupos tratados, aunque sin diferencias estadisticamente significativas
entre ellos. Los recuentos de colonias para los grupos tratados han sido, en todos los casos,
muy bajos, por lo que el nimero de animales en los que no se ha detectado crecimiento
tampoco ha repercutido en la aparicién de diferencias entre los grupos. La homogeneidad de
los valores se ha visto aumentada, en todas las formulaciones con ozenoxacino, especialmente
en la formulacién pomada lote PDTO01, y en los dos geles GLT06 y GLTO7.

La comparacion entre los geles GLT06 y GLTO7 no ha mostrado diferencias; en el primero de
los geles se habia solubilizado el principio activo en el gel a pH 6,8, con la adicion de hidroxido
sédico, y en el GLTO7, no. La solubilizacién del producto, en el lote GLT06, no ha tenido una
influencia positiva en la actividad del producto, en este modelo de raton. La homogeneidad de
los resultados entre grupos, ha mejorado respecto a estudios anteriores, pero con las dos
formulaciones tipo gel, por lo que se puede atribuir a variabilidad experimental.

En resumen, en el estudio EV-3, se incluyeron en el proceso de selecciébn nuevas
formulaciones de ozenoxacino, un gel, una pomada y dos cremas, y tras el estudio de su
actividad in vivo, los resultados enfocaron a la seleccién de la pomada y las dos cremas, como
mejores formulaciones por eficacia y homogeneidad de respuesta.

VI.2.4 Resultados Estudio EV-4

En este estudio se comparé la eficacia en el modelo de infeccién dérmica en ratén de dos
pomadas de ozenoxacino al 1% fabricadas con dos lotes distintos de materia prima, uno
micronizado y el otro no, por tanto, con distintas caracteristicas fisico-quimicas, que podrian
influir en la absorcion y/o eficacia in vivo del producto. Este fue el primer estudio en el que tanto
los tratamientos como el placebo se administraron una sola vez.

No se han observado lesiones significativas en la piel de los animales, durante el estudio, ni
enrojecimiento del area tratada. El crecimiento del pelaje ha sido normal en todos los grupos, y
no se han observado diferencias estadisticamente significativas (Pearson’s XZ test, p<0,05)
para ninguno de los signos clinicos observados entre los diferentes grupos. Ni la formulacién
preparada con producto sin micronizar (cristales de mayor tamafio), ni la con ozenoxacino
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micronizado (menor tamafio de particula, posible mayor reactividad o absorcion) han
ocasionado, una vez incorporados en la formulacion pomada (en suspension) ningun efecto
adverso destacable en la piel de los animales.

Las medias correspondientes al recuento microbiolégico de los distintos grupos de tratamiento,
con los diferentes medios de cultivo, se muestran en la tabla siguiente.

Tabla VI.19 Recuento microbioldgico de las muestras de piel / Estudio EV-4
API Log 10 (UFC/g piel)
. . . Patrén de Agar Agar CLED + 50mM Agar CLED + 2%
Tratamiento micronizado o - i A )
sin micronizar administracion CLED MgCl, carbon activo
Media Media SEM DS Media SEM DS
Control placebo pomada
(DPTO2) - 7,14 7,04 | 0,138 | 0,533 | 7,17 | 0,145 | 0,542
Mupirocina 2% pomada ; ) : }
(PMUPC) Administracion 459 4,82 0224 | 0867
Ozenoxacino 1% pomada . . Unica
(Lote PDTO02) micronizado 2,82 2,83 | 0,218 | 0,843 - - -
Ozenoxacino 1% pomada sin micronizar
(Lote PDT03) 3,55 3,68 | 0,318 | 1,232 - - -

Se han detectado diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos de animales
tratados con antibiéticos y el grupo control, con placebo, en los tres tipos de agar utilizados
para el recuento (Tukey's HSD test, p<0,05). Es decir, que el recuento microbiolégico en las
zonas de la lesion ha sido significativamente menor para los animales tratados con
ozenoxacino al 1% (10%-10% UFC/g piel) y los tratados con mupirocina al 2% (10" UFC/g piel)
que para los tratados con placebo (10" UFC/g piel).

Al comparar ozenoxacino y mupirocina, se observa que, en este estudio, con las dos
formulaciones pomada con ozenoxacino al 1% se han obtenido mejores resultados, también
con significacién estadistica, que con la de mupirocina al 2% (Tukey's HSD test, p<0,05). Se
comparan los resultados en agar CLED.

Al comparar los resultados obtenidos con la formulacion pomada de ozenoxacino al 1%,
preparada con ozenoxacino micronizado vs la preparada con ozenoxacino sin micronizar, en
agar CLED + 50 mM MgCl,, se ha observado que la fabricada con producto micronizado (lote
pomada PDT02) obtuvo mejores resultados que la que contenia ozenoxacino sin micronizar
(lote pomada PDTO03), con diferencias estadisticamente significativas (Tukey’'s HSD test,
p<0,05).

La homogeneidad de resultados intragrupos ha sido buena en el grupo placebo, tratado con
pomada de mupirocina y pomada de ozenoxacino, con producto micronizado (DS entre 0,53 y
0,87), y bastante peor para el grupo tratado con pomada con ozenoxacino sin micronizar (DS
igual a 1,23); como se observa también en la figura VI.5.

En la siguiente figura se observan los resultados individuales del recuento de bacterias (UFC/g
de piel) que se han obtenido para los distintos grupos de tratamiento.
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Figura VI.5. Recuento microbioldgico en las lesiones de los animales del estudio EV-4

Estudio EV-4

Log10 (ufc/g piel)
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Placebo pomada DPT02 MUP 2% pomada PMUPC OZN 1% pomada PDT02 OZN 1% pomada PDT03

Grupos de Tratamiento (datos individuales)

El nUmero de animales, dentro de cada grupo de tratamiento, en los que no se ha detectado
crecimiento de colonias de S. aureus se detalla en la tabla siguiente:

Tabla VI.20 Estudio EV-4
Numero de animales sin crecimiento de S.
API aureus en las placas / Namero de
. micronizado Patrén de animales por grupo
Tratamiento - C L
0 sin administracion Agar CLED + Agar CLED
micronizar Agar CLED 50mM MgCl + 2% carbon
2 activo
Control placebo pomada (DPT02) 0/15 0/15 0/15
Mupirocina 2% pomada (PMUPC) ) Administracion 0/15 - 0/15
Ozenoxacino 1% pomada (PDT02) micronizado Unica 11/15 6/15 -
Ozenoxacino 1% pomada (PDTO03) sin micronizar 1/15 0/15 -

Se ha observado crecimiento de colonias de Staphylococcus en todas las muestras de los
animales del grupo control, del grupo tratado con mupirocina, y del grupo tratado con pomada
de ozenoxacino sin micronizar. En cambio, en el grupo tratado con pomada de ozenoxacino
micronizado se han identificado 6, de 15 animales, en los que no se ha detectado presencia de
S. aureus en la zona de la lesién, tras el tratamiento.

De los resultados de este estudio destacamos que la eficacia de mupirocina es moderada y
menor que la observada anteriormente, con administraciones repetidas. El recuento de viables
en los animales tratados con placebo es mayor que en los dos estudios precedentes, aunque
es similar al primer estudio con 10’ UFC/mL, en el que mupirocina presentaba mayor actividad
(aunque la diferencia entre la magnitud de la reducciéon no es muy relevante, en EV-1 fue de
3,3 logs y en EV-4 de 2,5 logs). El tratamiento con gomada de mupirocina al 2% deja el
recuento de S. aureus en la zona de la lesién de casi 10° UFC/g de piel.

La mejor actividad la presenta el lote de pomada con 1% de ozenoxacino previamente
micronizado (Lote PDTO02), al valorar el recuento de colonias tanto en las placas con agar
CLED solo, como con 50 mM MgCl,, ademas de una muy buena homogeneidad en la
respuesta de los animales. La formulacion de ozenoxacino, preparada con producto sin
micronizar (Lote PDT03) demostré una buena actividad in vivo, tras valorar el recuento, en
estos dos tipos de placas, aunque inferior a la del producto micronizado.

VI.2.5 Resultados Estudio EV-5

La actividad in vivo de ozenoxacino al 1% se evalu6 en tres formulaciones diferentes gel,
pomada y crema (GLT08, PDT04 y TCTO03) preparadas con ozenoxacino micronizado (lote
producto T05) y la misma formulacion crema (TCT04) preparada con o0zenoxacino sin
micronizar (lote producto GP003-RD102). En este ensayo, dos formulaciones de mupirocina al
2%, crema y pomada, se utilizaron como comparativos.
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No se han observado lesiones significativas en la piel de los animales, durante el estudio, ni
inflamacion ni enrojecimiento del area tratada. El crecimiento del pelaje ha sido normal en
todos los grupos. No se han observado diferencias estadisticamente significativas (Pearson’s
%° test, p<0.05) para ninguno de los signos clinicos observados entre los diferentes grupos.

Los valores globales correspondientes al recuento microbiolégico de los distintos grupos de
tratamiento y con los diferentes medios de cultivo se muestran en la tabla siguiente:

Tabla VI.21 Recuento microbiolégico en las muestras de piel / Estudio EV-5
API Log 10 (UFC/g piel)
. . Z 0, j
Tratamiento mlcronllzado Pa_1tr_on d(_e’ Agar Agar CLED + 50mM MgCl, Agar CLED _+2A: carbén
0 sin administracién | CLED activo
micronizar Media | Media SEM DS Media SEM DS

Control placebo
pomada - 7,34 7,31 0,106 0,384 7,35 0,124 0,401
(DPTO3)
Mupirocina 2%
pomada - 6,13 - - - 6,21 0,183 0,658
(PMUPD)
Mupirocina 2% crema
(CMUPA) - 6,24 - - - 6,33 0,168 0,606
Ozenoxacino 1% gel
(GLT08) administracion | %2 | 395 | 0276 | 0,994
Ozenoxacino 1% Unica
pomada micronizado 4,64 4,44 0,163 0,563 - - -
(PDT04) lote TO5
Ozenoxacino 1%
crema 4,19 3,77 0,148 0,511 - - -
(TCT03)
Ozenoxacino 1% sin mllgtrgnlzar
crema 4,55 4,34 0,225 0,779 - - -
(TCTO4) GPOOCZ/RDlO

Todos los grupos tratados con antibiético han presentado diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo control tratado con placebo (Tukey’s HSD test, p<0,05), en los
tres tipos de agar utilizados para el recuento. Adicionalmente, todos los grupos tratados con
ozenoxacino al 1% (gel, pomada y cremas) han mostrado diferencias estadisticamente
significativas (Tukey’s HSD test, p<0,05), con los dos grupos tratados con pomada y crema de
mupirocina al 2%, en los recuentos realizados en agar CLED. No se han detectado diferencias
entre el grupo tratado con crema con ozenoxacino micronizado y el sin micronizar, aunque los
resultados son ligeramente mejores en disminucion del recuento y homogeneidad para el grupo
tratado con producto micronizado.

De nuevo, seguramente por realizar sélo un tratamiento, los recuentos no son tan bajos como
en experimentos con administraciones repetidas (reducciones hasta 10 aprox UFC/g piel),
también las formulaciones con mupirocina presentan recuentos altos de 10° UFCl/g piel,
recordamos que en el ensayo anterior fue de casi 10° UFC/g piel.

Respecto a la variabilidad de los resultados se observa que la homogeneidad es buena en
todos los grupos, especialmente en el placebo y en los tratados con pomada y crema de
ozenoxacino micronizado. El grupo tratado con gel de ozenoxacino presenta una variabilidad
muy similar a la del estudio EV-3, pero peor que las formulaciones pomada y crema de este
ensayo. El tratamiento de los animales con las dos formulaciones de mupirocina ha producido
una respuesta bastante homogénea, para ambas formulaciones, algo mejor que en los estudios
anteriores, aunque, como ya se ha comentado, menor eficacia en la disminucion del recuento.

En la siguiente figura se observan los resultados individuales del recuento de bacterias (UFC/g
de piel) que se han obtenido en los distintos grupos de tratamiento.
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Figura VI.6. Recuento microbioldgico en las lesiones de los animales del estudio EV-5

Estudio EV-5

Log10 (ufc/g piel)
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MUP 2% crema
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DPTO03

MUP 2% pomada
PMUPD

OZN 1% Gel GLT08 OZN 1% pomada
PDT04

OZN 1%crema
TCTO04

Grupos de Tratamiento (datos individuales)

El nimero de animales, dentro de cada grupo de tratamiento, en los que no se ha detectado
crecimiento de colonias de S. aureus en las muestras de piel, procedentes de la zona de la
lesion, se detalla en la tabla siguiente.

Tabla VI.22 Estudio EV-5
Nimero de animales sin crecimiento de S.
AP ) aureus en las placas / Namero de animales por
Tratamiento micronizado o dPQt(on de_, grupo
sin micronizar | & ministracion Agar CLED + Agar CLEP *
Agar CLED 50mM MgCl, 2% ca_rbon
activo
Control placebo pomada (DPT03) 0/13 0/13 0/13
Mupirocina 2% pomada (PMUPD) - 0/13 - 0/13
Mupirocina 2% crema (CMUPA) . ., 0/13 - 0/13
Ozenoxacino 1% gel (GLT08) . . adm|p|§traC|on 1/13 1/13 -
Ozenoxacino 1% pomada (PDT04) mllcronlzado unica 0/12 0/12 -
Ozenoxacino 1% crema (TCT03) ote T05 0/13 0/13 -
Ozenoxacino 1% crema (TCT04) sin micronizar 0/13 0/13 -

El nmero de animales con muestras de piel a partir de las cuales no se han recuperado
bacterias ha sido practicamente inexistente (2/90).

En esta ocasion, las dos formulaciones con el producto de referencia, mupirocina, han
mostrado una actividad antibacteriana moderada, sin diferencias entre la crema y la pomada.
Las cuatro formulaciones con ozenoxacino al 1% han presentado una buena actividad con
similares niveles de recuperado de bacterias. La formulacion gel ha presentado menor
homogeneidad de resultados entre los distintos animales, mientras que la crema TCTO03 ha
sido la mas activa y con mayor homogeneidad. En estas condiciones experimentales, las
formulaciones con ozenoxacino al 1% fueron mas activas que la de mupirocina al 2% (pomada
y crema), con diferencias estadisticamente significativas, al comparar los resultados en agar
CLED (Tukey's HSD test, p<0.05).

Las tres formulaciones con producto micronizado no han presentado diferencias
estadisticamente significativas entre ellas, ni tampoco las dos cremas de ozenoxacino entre si
(producto micronizado y sin micronizar). La formulacion crema con ozenoxacino micronizado
(TCTO03) ha presentado un recuento algo menor, y por tanto, mayor actividad, que su
equivalente con producto sin micronizar (TCTO04).

El lote de ozenoxacino pomada al 1% (PDTO04) demostré ligeramente menor actividad que la
observada en el estudio previo.

Estos resultados, permiten seleccionar tanto la materia prima micronizada para su uso en las

formulaciones dérmicas, como confirmar la eficacia de las formulaciones con ozenoxacino, y la
mayor homogeneidad de la crema y la pomada.
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VI.2.6 Resultados Estudio EV-6

En este estudio se valoré el efecto dosis respuesta de ozenoxacino con pomadas de
ozenoxacino con distintas concentraciones de producto, siempre micronizado. Una formulacién
de pomada mupirocina al 2%, se utiliz6 como comparativo, y los tratamientos se aplicaron una
sola vez.

No se han observado efectos locales significativos tras la aplicacién de los tratamientos, al
igual que en los estudios anteriores. El crecimiento del pelaje ha sido normal en todos los
grupos. No se han observado diferencias estadisticamente significativas (Pearson’s xz test,
p<0,05) para ninguno de los signos clinicos observados entre los diferentes grupos.

Los valores globales correspondientes al recuento microbiolégico de los distintos grupos de
tratamiento y con los diferentes medios de cultivo se muestran en la tabla siguiente.

Tabla VI1.23 Recuento microbiolégico de las muestras de piel / Estudio EV-6
Log 10 (UFC/g piel)
. API micronizado Patron de Agar Agar CLED + 2% carbén
Tratamiento 0 sin micronizar administracién CLED Agar CLED +50mM MgCl, activo
Media Media SEM DS Media SEM DS
Control Placebo pomada
(DPTO04) - 6,63 6,19 0,148 0,573 6,58 0,124 0,479
Mupirocina 2% pomada
(PMUPE) - 4,49 - - - 4,57 0,192 0,745
Ozenoxacino 0,25%
pomada (PDTO05) Administracién 531 4.98 0231 0.895 ) ) )
Ozenoxacino 0,5% pomada Unica 453 417 0335 1,296 ) } :
(PDTO06) . .
Ozenoxacino 1% pomada micronizado
(PDTO7) 3,48 3,49 0,237 0,918 - - -
Ozenoxacino 2% crema
(PDTO8) 3,52 3,31 0,235 0,911 - - -

Se aplico el test de Kruskal-Wallis y se detectaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,001). Las diferencias entre los grupos se analizaron con el test de HSD de Tukey. Al
utilizar este test las medias de los tratamientos se ordenaron de menor a mayor.

Todos los grupos tratados con ozenoxacino o mupirocina han presentado diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo tratado con placebo (Tukey HSD p<0,05). Los
grupos tratados con ozenoxacino al 1% o al 2% han presentado diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo tratado con mupirocina al 2% (Tukey HSD p<0,05).

Ozenoxacino, a las concentraciones testadas (0,25%, 0,5%, 1% y 2%) en la formulacién
pomada ha demostrado una clara relacion dosis-efecto, y se han detectado diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo control tratado con una pomada placebo. Las
formulaciones de ozenoxacino al 1% y 2%, con las que se ha obtenido la mayor eficacia, han
presentado también diferencias estadisticamente significativas frente a la formulacion de
ozenoxacino al 0,25% y frente a la pomada de mupirocina al 2% (Tukey HSD p<0,05).

La homogeneidad de la respuesta intragrupo ha sido muy buena para el grupo tratado con
placebo, y también para mupirocina ha sido buena y similar a los resultados de los ultimos
ensayos, mientras que para los grupos tratados con las pomadas de ozenoxacino ha sido
moderada. En general, la variabilidad para la pomada de ozenoxacino no ha sido elevada, muy
similar a la del resto de ensayos y mucho mejor que las primeras formulaciones en gel. El
grupo tratado con pomada de ozenoxacino al 0,5% presenta una variabilidad mayor al resto, y
no hay correlacion aparente con la concentracién de ozenoxacino. En la figura VI.7, con los
datos individuales, se observa que la variabilidad de la respuesta en los animales en los grupos
tratados con ozenoxacino, ha sido superior al placebo y a mupirocina, aunque para la pomada
al 1%, la respuesta de dos animales se separa de la del resto.

En las siguientes figuras se observan los resultados individuales y por grupo del recuento de
bacterias (UFC/g de piel) obtenidos en los distintos grupos de tratamiento.
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Figura VI1.7. Recuento microbioldgico en las lesiones de los animales del estudio EV-6

Estudio EV-6
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Grupos de Tratamiento (datos individuales)

Figura VI.8. Recuento microbiolégico en los distintos grupos del estudio EV-6 (Logi, (UFC/g piel + DS)
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Grupos de Tratamiento

El nimero de animales, dentro de cada grupo de tratamiento, en los que no se ha detectado
crecimiento de colonias de S. aureus se detalla en la tabla siguiente:

Tabla VI1.24 Estudio EV-6
Ndmero de animales sin crecimiento de
API S. aureus en las placas / NiUmero de
Tratamiento micron.izado Pgt(én de.’, animales por grupo
~osin administracion Agar CLED + Agar CLEP
micronizar Agar CLED 50mM MgCl + 2% qarbon
activo
Placebo pomada (DPT04) 0/15 0/15 0/15
Mupirocina 2% pomada (PMUPE) ) 0/15 - 0/15
Ozenoxacino 0,25% pomada (PDTO05) Administracién 0/15 0/15 -
Ozenoxacino 0,5% pomada (PDT06) micronizado Unica 0/15 3/15 -
Ozenoxacino 1% pomada (PDT07) 2/15 2/15 -
Ozenoxacino 2% crema (PDT08) 6/15 6/15 -

Se ha observado que solo en el grupo de animales tratado con un 2% de ozenoxacino, se han
detectado animales con muestras de piel a partir de las cuales no se recuperaron bacterias
(6/15). En los grupos tratados con mupirocina al 2% y con ozenoxacino al 0,25%, no hubo
ningln animal en el que no se detectara crecimiento de S. aureus en sus muestras de piel,
post-tratamiento. En cambio, en los grupos tratados con pomadas de ozenoxacino al 0,5y 1%
se detectaron algunos animales, aunque pocos, sin crecimiento de colonias (3 y 2 de 15,
respectivamente) en las muestras de piel procedentes de la zona de la lesion.
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VI.2.7 Resultados Estudio EV-7

En este estudio se valoré el efecto de una pomada de ozenoxacino al 1% en el modelo de
infeccion dérmica por S. aureus en ratdn, tras un tratamiento de 3 veces al dia durante 5 dias,
junto al de mupirocina pomada al 2% y al de una pomada placebo.

No se han observado efectos locales graves en la piel de los animales, durante el estudio. El
crecimiento del pelaje ha sido normal en todos los grupos. No se han observado diferencias
estadisticamente significativas (Pearson’s xz test, p<0.05) entre los distintos efectos clinicos
detectados en los animales.

Los valores globales correspondientes al recuento microbiolégico de los distintos grupos de
tratamiento y con los diferentes medios de cultivo se muestran en la tabla siguiente.

Tabla VI.25 Recuento microbioldgico de las muestras de piel / Estudio EV-7

AP Log 10 (UFC/g piel)

Patrén de

Tratamiento micronizado o S - Agar CLED + 50mM MgCl,
administracion

activo

Agar CLED + 2% carbon

sin micronizar

Media SEM DS Media SEM DS

Placebo pomada DPT05 6,32 0,264 | 1,022 6,53 0,218 | 0,816
i i 0, -

“P”h‘jlﬂg’g'”a 2%  pomada 5 dias 3 veces al - - - 492 | 0236 | 0913

Ozenoxacino 1% pomada | micronizado dia 356 0.248 0.962 ) )

DPTO09 ’ ' ’

En las condiciones experimentales del estudio, tras 5 dias de tratamiento tres veces al dia, la
pomada de ozenoxacino al 1% ha inducido una disminucion estadisticamente significativa del
crecimiento bacteriano en la zona de la infeccion, respecto al efecto de la formulacién placebo
utilizada en el grupo control (Student t-test p<0,01).

El grupo tratado con mupirocina al 2% también ha presentado una disminucién del recuento de
bacterias en la zona de la lesién, estadisticamente significativa, respecto al grupo tratado con
placebo (Student t-test p<0,01).

La variabilidad de la respuesta de los animales, intragrupo, ha aumentado bastante para el
grupo tratado con placebo, tras administraciones repetidas durante 5 dias, es algo superior
para mupirocina, y se mantiene para ozenoxacino, respecto a los estudios con una sola
aplicacion del tratamiento antibiotico. Las desviaciones estandar estan todas alrededor de 0,9.

En las siguientes figuras se observan los resultados individuales y por grupo del recuento de
bacterias obtenidos en los distintos grupos de tratamiento.
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Figura VI.9. Recuento microbioldgico en las lesiones de los animales del estudio EV-7

EstudioEV-7
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Figura VI.10. Recuento microbiolégico en los distintos grupos del estudio EV-7 (Log:o (UFC/g piel + DS)
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El nUmero de animales, dentro de cada grupo de tratamiento, en los que no se ha detectado
crecimiento de colonias de S. aureus se detalla en la tabla siguiente:

Tabla VI.26 Estudio EV-7

Numero de animales sin crecimiento

API .
. micronizado Patrén de de S. aureus en las placas / Numero

Tratamiento o sin administracion de animales por grupo
micronizar Agar CLED + Agar CLED + 2%
50mM MgCl, carbdén activo
placebo pomada DPT05 ) 5 dias 3 veces al 0/15 0/15
Mupirocina 2% pomada PMUPF dia - 0/15
Ozenoxacino 1% pomada DPT09 micronizado 2/15 -

Se ha observado que el nimero de animales tratados con muestras de piel a partir de las que
no se han recuperado bacterias era practicamente inexistente: 2 animales de 15, en el caso de
ozenoxacino al 1%, y ninguno en el caso de mupirocina al 2%.
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VI.2.8 Resultados Estudio EV-8

En este estudio se valord el efecto de una crema de ozenoxacino al 1% en el modelo de
infeccion dérmica por S. aureus en ratdn, tras un tratamiento de 3 veces al dia durante 5 dias,
junto al de mupirocina pomada al 2% y al de una crema placebo.

No se han observado efectos locales adversos en la piel de los animales, durante el estudio. El
crecimiento del pelaje ha sido normal en todos los grupos. No se han observado diferencias
estadisticamente significativas entre ninguno de los signos clinicos observados (Pearson’s XZ
test, p<0,05).

Los valores globales correspondientes al recuento microbiolégico de los distintos grupos de
tratamiento y con los diferentes medios de cultivo se muestran en la tabla siguiente.

Tabla VI.27 Recuento microbioldgico de las muestras de piel / Estudio EV-8
API Log 10 (UFC/g piel)
. . ~ 0, 0
Tratamiento mlcronllzado Patron de" Agar CLED + 50mM MgCl, Agar CLED +2% carbén
o sin administracién activo
micronizar Media SEM DS Media SEM DS
Placebo crema TPT01 6,67 0,171 0,640 6,80 0,145 0,544
Mupirocina 2% pomada - .
PMUPG 5 dias 3’veces al - - - 5,01 0,218 0,846
Ozenoxacino 1% crema | jcronizado o 310 | 0154 | 0596 | - - :
TCTO05 ' ' '

En las condiciones experimentales del estudio, tras 5 dias de tratamiento, tres veces al dia, la
crema de ozenoxacino al 1% ha inducido una disminucién estadisticamente significativa del
crecimiento bacteriano en la zona de la infeccion, respecto al grupo tratado con placebo
(Student t-test p<0,01), mayor que la que se obtenia en los tratamientos Unicos.

El grupo tratado con mupirocina al 2% también ha presentado una disminucién del recuento de
bacterias en la zona de la lesidn, estadisticamente significativa, respecto al grupo tratado con
placebo (Student t-test p<0,01).

La respuesta al tratamiento de los distintos animales de cada uno de los grupos ha sido muy
homogénea para las cremas de ozenoxacino y placebo, y aunque buena, algo inferior para la
pomada de mupirocina, que se mantiene en el rango de los ultimos ensayos. En la figura VI.11
se observa los excelentes resultados obtenidos con ozenoxacino crema al 1%.

En las siguientes figuras se observan, ademas de los resultados individuales, las medias del

recuento de S. aureus en las zonas de la lesion (UFC/g de piel) obtenidos tras los distintos
tratamientos.
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Figura VI.11. Recuento microbioldgico en las lesiones de los animales del estudio EV-8

Estudio EV-8
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Figura VI.12. Recuento microbiolégico en los distintos grupos del estudio EV-8 (Logio (UFC/g piel + DS)
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El nUmero de animales, dentro de cada grupo de tratamiento, en los que no se ha detectado
crecimiento de colonias de S. aureus se detalla en la tabla siguiente:

Tabla VI.28 Estudio EV-8
Nimero de animales en los que no se
API detecta crecimiento de colonias de S.
Tratamiento micronizado Patrén de aureus en Ia§ placas / Numero total
o sin administracion de animales por grupo
micronizar Agar CLED + Agar CLED + 2%
50mM MgCl, carbdén activo
Placebo crema TPT01 ) 5 dias 3 veces al 0/15 0/15
Mupirocin 2% pomada PMUPG dia - 0/15
Ozenoxacino 1% crema TCT05 micronizado 2/15 -

Se observa que el numero de animales con muestras de piel, de la zona de la lesién, a partir de
las cuales no se recuperaron bacterias era practicamente inexistente, tanto para ozenoxacino
(2/15) como para mupirocina (0/15).

Los resultados individuales muestran la eficacia de los productos en los grupos tratados con
antibiéticos, ozenoxacino al 1% y mupirocina al 2%, respecto al grupo tratado con placebo, y la
menor variabilidad de la respuesta que se ha obtenido con los tratamientos, pero también la
homogeneidad en el aislamiento de S. aureus en practicamente todas las muestras de piel.
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En la figura VI.12, en la que se representa la media de los valores, se observa claramente la
eficacia de ozenoxacino crema al 2%, en este ensayo, respecto a los otros dos grupos.

VI.2.9 Resultados Estudio EV-9

En este estudio se evalud la actividad, en el modelo de infeccion dérmica por S. aureus en
ratén, de dos formulaciones de ozenoxacino al 1% (pomada y crema), y de las pomadas,
retapamulina al 1% y mupirocina al 2%. Los animales fueron tratados con una Unica
admistracion de los productos, y al grupo control se le administré una crema placebo.

No se han observado lesiones significativas en los animales durante el estudio, ni
enrojecimiento ni inflamacion en el area tratada y el crecimiento del pelaje ha sido normal en
todos los grupos. No se han observado diferencias estadisticamente significativas en los signos
clinicos entre ninguno de los grupos (Pearson’s xz test, p<0.05).

Los valores globales correspondientes al recuento microbiolégico de los distintos grupos de
tratamiento y con los diferentes medios de cultivo se muestran en la tabla siguiente.

Tabla VI.29 Recuento microbioldgico de las muestras de piel / Estudio EV-9
Log 10 (UFC/g piel)
: Patron de Agar CLED + 50mM Agar CLED +2%
Tratamiento administracion Agar CLED MgCl, carbon activo

Media | SEM DS Media | SEM DS Media | SEM DS

placebo crema TPT02 7,26 | 0,144 | 0,557 | 7,24 | 0,128 | 0,496 | 7,18 | 0,128 | 0,498

i 0,
Ozenoxacino 1% crema 413 | 0190 | 0734 | 3.82 | 0206 | 0,798 | - - -

TCTO6

Ozenoxacino 1% pomada

PDT10 Administracién | 3.94 | 0.272 | 1,052 | 3.39 0.242 | 0,937 - -

Mupirocin 2% pomada fnica 530 | 0,206 | 0,798 | - - - | 517 | 0189 | 0731
oMU , , , , , ,
Retapamulina 1% pomada ) ) }

Retapa 489 | 0295 | 1,114 495 | 0.244 | 0,946

En las condiciones experimentales del estudio, después de una Unica aplicacién, las dos
formulaciones con ozenoxacino al 1% han mostrado diferencias estadisticamente significativas
(One-way ANOVA, p <0,01) respecto al grupo tratado con placebo (Student-Newman-Keults
test, p<0,05), pero no se han observado diferencias entre ellas dos. De igual manera, tanto
retapamulina como mupirocina han presentado diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo tratado con placebo, sin haberse observado diferencias significativas entre
ellas dos.

Ademads, los grupos de animales tratados con ozenoxacino han presentado recuentos inferiores
de Staphylococcus aureus en las zonas de las lesiones respecto a las pomadas de
retapamulina y mupirocina. Esto se traduce en que ambos grupos tratados con las
formulaciones de ozenoxacino al 1% han mostrado diferencias estadisticamente significativas,
en la disminucién de la infeccion, respecto a los grupos tratados con la pomada al 2% de
mupirocina y al 1% de retapamulina (Student-Newman-Keults test, p<0,05).

En este ensayo, los mejores resultados de homogeneidad han sido para el grupo tratado con
placebo, seguido de los tratados con ozenoxacino crema al 1% y mupirocina pomada al 2%,
que se concuerdan con la de los estudios precedentes. Las pomadas al 1%, tanto de
ozenoxacino como de retapamulina, muestran un poco mas de variabilidad, pero también en la
linea de los estudios anteriores.

En las siguientes figuras se observan los resultados, individuales y por grupo, del recuento de
bacterias (UFC/g de piel) obtenidos en los distintos grupos de tratamiento.
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Figura VI.13. Recuento microbioldgico en las lesiones de los animales del estudio EV-9

EstudioEV-9

Log10 (ufc/g piel)
o [ N w E [6;] (2] ~ [e¢]

PlacebocremaTPT02 MUP 2% pomadaPMUPH  RETAP 1% pomada OZN 1% cremaTCT06 OZN 1% pomada PDT10
PRETA

Grupos de Tratamiento (datos individuales)

Figura VI.14. Recuento microbioldgico en los distintos grupos del estudio EV-9 (Logs, (UFC/g piel = DS)

Estudio EV-9
8
T Vi —
Q 61—
2 s |
(8] |
w4 |
53 e
S 2
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o
= o ‘ : . ; .
Placebo crema TPT02  MUP 2% pomada PMUPH RETAP 1% pomada OZN 1% cremaTCT06  OZN 1% pomada PDT 10
PRETA
Grupos de Tratamiento

El nUmero de animales, dentro de cada grupo de tratamiento, en los que no se ha detectado
crecimiento de colonias de S. aureus se detalla en la tabla V1.30.

Tabla VI.30 Estudio EV-9
Nimero de animales en los que no se
detecta crecimiento de colonias de S.
API aureus en las placas / Namero total
. micronizado Patrén de de animales por grupo
Tratamiento ] o C .
o sin administracion Agar
micronizar Agar CLED + | Agar CLED + 2%
CLED 50mM carbén activo
MgCIz
placebo crema TPT02 - 0/15 0/15 0/15
Ozenoxacino 1% crema TCT06 micronizado Administracion 0/15 0/15 -
Ozenoxacino 1% pomada PDT10 Gnica 1/15 0/15 -
Mupirocin 2% pomada PMUPH - 0/15 - 0/15
Retapamulina 1% pomada PRETA - 0/15 - 0/15

El nimero de animales con muestras de piel a partir de las cuales no se han recuperado
bacterias ha sido practicamente inexistente, s6lo en un animal del grupo tratado con
ozenoxacino pomada no han recuperado bacterias de las muestras de piel.

De nuevo, se observa que el nUmero de animales con muestras de piel a partir de las cuales no
se recuperan bacterias es practicamente inexistente. Estos resultados coinciden con los de
todos los ensayos en los que se ha administrado un sélo tratamiento a los animales, en ningan
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caso, ha sido suficiente para conseguir una erradicacion de bacterias en la zona de la lesion
extirpada y analizada. Los resultados obtenidos en los dos Ultimos ensayos, después de
administrar tratamiento antibidtico durante 5 dias, tres veces al dia, no han mostrado una
erradicacidon o disminucion drastica de la poblacion bacteriana infectante de la zona de la
lesion, aunque si se eficacia de los tratamientos, que es el objetivo principal.

En resumen, todos los grupos de animales tratados con formulaciones con antibiético
presentaron una disminucién de la infeccion respecto al grupo tratado con placebo y como se
puede observar en las figuras, la eficacia de las formulaciones con ozenoxacino en la reduccion
de la infeccion fue mayor que la de retapamulina y mupirocina, ademas de presentar una
respuesta homogénea al tratamiento, en todos los casos.

VI.2.10. Resultados Conjuntos Estudios EV-1 - EV-9

En la tabla siguiente se presentan, para su evaluacion conjunta, todos los datos de eficacia,
obtenidos en los distintos experimentos in vivo en el modelo de infeccién dérmica utilizado de
las distintas formulaciones de ozenoxacino y de los antibidticos tépicos comercializados
mupirocina crema y pomada, y retapamulina pomada.

Los recuentos de colonias de S. aureus en los animales de los grupos tratados, en los distintos
experimentos realizados, se presentan como la diferencia respecto a los recuentos de sus
respectivos grupos controles. En negrita se marcan aquellos valores que presentaron
diferencias estadisticamente significativas respecto al antibiético comparativo, utilizado en el
mismo estudio.

En la columna de la derecha se reportan las desviaciones estandar obtenidas para cada uno de
los grupos de tratamiento, en los distintos ensayos. No se incluyen los resultados para los
grupos tratados con formulaciones placebo, aunque ha habido mucha homogeneidad entre los
distintos experimentos. Excepto en el ensayo EV-2, en rata, en el que se obtuvo una gran
variabilidad (DS 1,679) y en el primero en ratén EV-1, en que la variabilidad fue muy pequefa
(0,181), en el resto de ensayos, tanto para pomada como para crema, ha habido una buena o
moderada homogeneidad, con DS alrededor de 0,6, y con recuentos altos, en los animales
tratados con placebo, que indican un mantenimiento de la infeccion en la zona de la lesion.

Respecto a las formulaciones con ozenoxacino, se observa que la homogeneidad de los
resultados intragrupo ha aumentado a lo largo del desarrollo y evaluacién de nuevas
formulaciones, a partir de los geles iniciales que presentaban una elevada variabilidad entre
animales. Por otro lado, las dos formulaciones de ozenoxacino preparadas con producto sin
micronizar presentaron mayor variabilidad, ademés de menor eficacia que sus equivalentes
preparadas con producto micronizado.

Es de destacar, de todas maneras, la variabilidad experimental en este ensayo, debido a las
diferencias entre animales, a la diferente implantacion de la infeccién a partir del hilo insertado
bajo la piel, y a otras posibles causas experimentales, ya que se han detectado pequefias
diferencias entre ensayos para las mismas formulaciones.
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En la tabla VI.31, resumen, con los resultados comparativos de todos los grupos de tratamiento
respecto a sus controles, se puede observar la eficacia de todas las formulaciones de
0zenoxacino y mupirocina, respecto a su placebo (excepto en un caso *, para el gel GLT14, en
EV-2, ya comentado anteriormente).

Tabla VI.31 Resumen de los resultados para los distintos grupos de tratamiento vs placebo, de los estudios EV-1 - EV-9
. S # dias de | # aplicaciones Diferencia entre e_I Logy del Desviaciones
Ensayo Tratamiento antibiético (lote) tratamiento diarias recuento (UFC/g piel) de cada Estandar
grupo tratado vs su grupo control
mupirocina 2% pomada (PMUPA) 3 4,16 1,181
EV-1 . 4 3 2,5 1,241
ozenoxacino 1% gel (GLTO1) 1 313 1372
ozenoxacino 1% gel (GLT02) 2,59 1,497
EV-2 ozenoxacino 1% gel (GLT03) 4 3 2,19 1,408
ozenoxacino 1% gel (GLT04) 2,52 1,166
ozenoxacino 1% gel (GLTO05) 1,09 * 1,373
mupirocina 2% pomada (PMUPB) 2,49 1,358
ozenoxacino 1% pomada (PDTO01) 3,42 0,973
EV-3 ozenoxacino 1% gel (GLT06) 3 1 2,88 0,880
ozenoxacino 1% gel (GLTO07) 3,08 0,945
ozenoxacino 1% crema (TCTO01) 3,26 1,105
ozenoxacino 1% crema (TCT02) 3,05 1,280
mupirocina 2% pomada (PMUPC) 2,22 0,865
EV-4 ozenoxacino 1% pomada (PDT02) 1 1 4,21 0,843
ozenoxacino 1% pomada (PDTO03) 3,34 1,232
mupirocina 2% crema (CMUPA) 1,02 0,658
ozenoxacino 1% crema (TCT03) 3,54 0,606
EV-5 ozenoxacino 1% crema (TCT04) 1 1 2,97 0,994
mupirocina 2% pomada (PMUPD) 1,14 0,563
ozenoxacino 1% pomada PDT04 2,87 0,511
ozenoxacino 1% gel (GLT08) 3,36 0,779
mupirocina 2% pomada (PMUPE) 1,62 0,745
ozenoxacino 0,25% pomada (PDT05) 1,21 0,895
EV-6 ozenoxacino 0,5% pomada (PDT06) 1 1 2,02 1,296
ozenoxacino 1% pomada (PDT07) 2,7 0,918
0zenoxacino 2% pomada (PDT08) 2,88 0,911
EV-7 mupirocina 2% pomada (PMUPF) 5 3 1,61 0,913
o0zenoxacino 1% pomada (PDT09) 2,76 0,962
EV-8 mupirocina 2% crema (CMUPB) 5 3 1,79 0,850
ozenoxacino 1% crema (TCTO05) 3,57 0,596
mupirocina 2% pomada (PMUPG) 1,96 0,798
EV-9 retapamulina 2% pomada (PRETA) 1 1 2,37 0,937
o0zenoxacino 1% pomada (PDT10) 3,32 0,731
ozenoxacino 1% crema (TCTO06) 3,13 0,946

*: Unico grupo de animales tratado con antibiético que no presentaba diferencias estadisticamente significativas respecto a su grupo control tratado con vehiculo/placebo.
Valores en negrita: grupos que presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al antibiético comparativo, en su mismo estudio

Los valores de eficacia obtenidos, como disminucién de la carga bacteriana, con los distintos
patrones de administracion de las formulaciones con ozenoxacino no son proporcionales al
mayor nimero o mayor frecuencia de aplicaciones de los tratamientos.

En la figura siguiente, VI.15, se representan los valores de disminucién del recuento
microbiano, respecto al grupo control, obtenidos con todas las formulaciones de ozenoxacino,
mupirocina y retapamulina.

326




YR

1eZiuoIoIW UlS 039NpoId UOD 9T OUIDBXOUSZO 3P BWAID
1eziuoIoIW UIS 030NpoId UOD 9T OUIDBXOUSZO 8P epewod

%T eulnuwedelas ap epewod [ %T OUIJBXOUSZO Bp SBWAID
%6G2'0 OUIJBXOUSZO 8P BPEWOd

952 euloondnw ap ewsalid 9%2-G'0 OUIOBX0USZO 9p Sepewod
052 eUlDONdNW Bp epewod 04T OUIOEXOUSZO 3p S3[89)

ojusiweles] ap sodnio

O O O
O 40 CRE G  CRe) &7
AT I I FT oo T 0P
@ @ O %v« o&v« &P o o &%« RS A S S S
A A U IR IR A S O N R A R .
N NG o > O © NG N 2] Q > © 2] 2] 2] ) ) 2]
RGOS SN I RGOSR GO GO SO ORe
T P A SR SRR SR SN S SN AR S SR NGIRN
6-A\3 8-A\3 L-N\3 9-A\3 SA\3 VA3 || €N3 ¢-N\3 T-\3

(6-A3 - T-A3) sopezijeal soAesua SO|SOPO} ap Sope)NSay
|oJ1u0d 0gade|d odnib sA ojuslwelell-}sod Sefewiue SO|8p SBUOIS| Sk| useuerIqoIdIWw eblede|ap ugionpay

o ,%@
& O
o oso/

5 z
& 2
&
0 o,
w,
s'o c
S
T )
&
ST ©
@
¢ 3
S
S @
Q
o
€ o
ﬂm
s'e @
Q
v S
e
S'v k=3
QD
(2]
@
o
o
[72]

SOAvLINS3Y T'IA opeyedy

0U12BX0USZ0 8P OAIA Ul B19RD1T ‘|A O|nyded

(6-A3 — T-A3) SOIpNISa SO| SOPO] Sp SOPE)NSAJ SO| AP UBWNSAY "GT'IA eInbi4



Capitulo VI. Eficacia in vivo de ozenoxacino
Apartado VI.2. RESULTADOS

A partir de esta grafica resumen, se puede observar que excepto en los dos primeros
experimentos con geles, en el resto de ensayos, las formulaciones con ozenoxacino al 0,5, 1 6
2% han superado en todos los casos (e independiente del patrén de administracion) a las
formulaciones con mupirocina al 2% y retapamulina al 1%, administradas con el mismo patrén,
y en el mismo estudio.

Las mayores reducciones se han obtenido con las formulaciones de ozenoxacino al 1%,
pomada y crema. Con la pomada al 1% de ozenoxacino, se ha disminuido el recuento, en
UFC/g de piel, de S. aureus entre 2,7 y 4,21 log,o, Y con la crema al 1%, entre 3y 3,57 logao.

Respecto a los tratamientos con pomada de mupirocina al 2%, los mejores valores se
obtuvieron en los tres primeros ensayos (tratamientos de 4, 3 y 1 dia, tres, una y una vez al
dia). En en los cuatro ultimos ensayos la eficacia con mupirocina ha sido menor,
independientemente de si el tratamiento habia durado 1 o 5 dias, y los animales se han tratado
una sola vez o tres veces al dia. De las dos veces que se trataron los animales con mupirocina
crema al 2%, la primera se ha obtenido una eficacia bastante baja, mientras que en la segunda
es muy similar a la obtenida con pomada de mupirocina, a la misma concentracion.
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VI.3. DISCUSION

Las infecciones de piel y estructuras relacionadas causadas por cepas de S. aureus sensibles
o resistentes a meticilina han emergido como un problema relevante tanto a nivel hospitalario
como extra-hospitalario (McCaig, 2006, Moran, 2006), por lo que se han utilizado modelos
animales eficaces, rapidos y coste-efectivos para evaluar, tanto la eficacia como la seguridad
de nuevos productos y formulaciones.

En estos estudios, la eficacia se ha evaluado comparando la reducciéon bacteriana en las
muestras de piel de los animales, provocada por la accion de ozenoxacino, de mupirocina y de
retapamulina.

El modelo de infeccion seleccionado presenta ligeras diferencias con respecto a la realidad
clinica o patologias infecciosas de piel que nos interesan. Este modelo coloca el microrganismo
patégeno sobre un soporte (hilo) y favorece que la carga microbiana aumente; y tras un
tratamiento antibidtico efectivo, esta poblacién bacteriana disminuye. Por lo tanto, no se estima
la eficacia de los productos a partir de una curacion completa de la infeccién, sino que se
cuantifica una disminucién de la carga microbiana, en la zona de la lesion infectada (Ali, 2009,
Cho, 2011, Gishy, 2000, Pastagia, 2011).

Este modelo ha permitido evaluar la eficacia y el aumento de homogeneidad de las
formulaciones, tras los trabajos de optimizacién desde los geles iniciales hasta las pomadas y
cremas. Se han podido identificar mejoras respecto a los grupos tratados con placebo, y frente
a los tratados con otros antibiéticos topicos del mercado (mupirocina y retapamulina). En los
distintos estudios se han testado diferentes geles, cremas y pomadas con el objetivo de
identificar aquellos excipientes o formulaciones que consiguieran demostrar una buena eficacia
y mejores resultados que los comparativos.

Se considera, como medida adicional de la potencia de los productos, el nUmero de animales
en cuyas muestras de piel practicamente no se detectan colonias de S. aureus. Al convertir el
recuento en UFC/g de piel, el limite de deteccién inferior se convierte en 10? ufc/ g de piel,
aproximadamente. Valorando los animales con recuento practicamente inexistente, a partir de
las placas de agar, estamos, de hecho, valorando el numero de animales con recuentos
alrededor de su limite inferior de sensibilidad (Rittenhouse, 2006).

El inéculo inicial en la lesion esta controlado por la carga del fragmento de hilo de sutura
insertado bajo la piel, no se ha incluido un subgrupo para efectuar un control a tiempo cero, y el
recuento de bacterias en la zona infectada se realiza al final del tratamiento. Por otro lado, los
resultados de los grupos tratados con antibidtico se comparan con los del grupo tratado con
placebo y no se han incluido en los experimentos grupos de animales sin tratar. Los resultados
obtenidos en los grupos sin tratar o tratados con formulaciones placebos son muy similares a
los descritos en la bibliografia (Gisby, 2000, Rittenhouse, 2006).

La informacién de tolerabilidad dérmica obtenida de todas las formulaciones utilizadas,
mediante la valoracion de los signos clinicos adversos de los animales, ha permitido confirmar,
en la totalidad de los estudios realizados, la buena respuesta del tratamiento en las zonas
tratadas, al igual que se describe para los comparativos utilizados (Ali, 2009, Cho 2011, Gisby,
2000). Ha habido tres casos en los que se podia esperar una peor tolerabilidad de las
formulaciones de ozenoxacino: en el caso del gel a pH 10, o en el caso de las formulaciones
pomada y crema de ozenoxacino, preparadas a partir de producto sin micronizar (Hoet, 2004,
Niazi, 2004a y b, Mitchnick 1999). De haber dispuesto de alguna formulacion que hubiera sido
peor tolerada dérmicamente por los animales, se podria haber detectado en los ensayos
realizados a dosis repetidas, aunque la valoracion completa de la tolerabilidad se realiza en los
estudios regulatorios, no mostrados.

Las distintas pautas de administraciéon utilizadas han permitido valorar la rapida accién del
producto, sobretodo frente a los otros antibidticos toépicos utlizados (mupirocina y
retapamulina), y comparar eficacias. Después de los tratamientos Unicos, se ha conseguido
una reduccion bacteriana en la zona de la lesién, pero no una erradicacién, que tampoco se ha
alcanzado tras tratamientos repetidos (de hasta 15 dosis). Una explicacion, mas alla de la
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variabilidad entre estudios, podria ser que, el producto aplicado sobre la piel se mantuviera
(mas de 8h o 16h) e impidiera que, el procedente de sucesivas aplicaciones, penetrara y
marcara diferencias en eficacia, de manera proporcional segun el nimero de aplicaciones.

Respecto al formato de resultados evaluados, en general, las diferencias en el recuento de los
grupos tratados con antibidtico respecto a los grupos control, se considera que es la mejor
estrategia para comparar eficacia entre productos o formulaciones, tal y como describe la
mayor parte de la bibliografia publicada (Ali 2009, Cho, 2011, Gisby, 2000), aunque en un
estudio publicado con retapamulina se destacan también aquellos tratamientos que consiguen
erradicar o dejar el recuento de S. aureus por debajo del limite de cuantificacion en la zona de
la lesion (Rittenhouse, 2006), tal y como, de manera complementaria, se ha realizado en los
estudios descritos en este trabajo.

En todos los experimentos realizados, la aplicacion de los tratamientos antibidticos
(ozenoxacino, mupirocina y retapamulina), ha provocado una disminucién significativa de la
infeccion respecto a los grupos tratados con placebo. Sélo en el estudio EV-2, un gel de
ozenoxacino al 1% preparado a pH 10, no fue significamente distinto del grupo control, aunque
redujo ligeramente la carga bacteriana.

Los inéculos de los hilos de sutura cargados con una suspensién de S. aureus han sido
controlados y homogéneos a lo largo de los distintos estudios, y, no parece que sean los
responsables de las pequefias diferencias que se han detectado entre estudios, en los
recuentos del grupo placebo (Cho, 2011, Tseng, 2011). En todos los grupos tratados con
placebos el recuento era elevado, y superior al de los tratados; sélo en el modelo en rata, hubo
animales por debajo del limite inferior de cuantificacion.

La eficacia del tratamiento comparado con mupirocina se ha demostrado, en todos los
estudios, siempre con diferencias significativas respecto a los grupos tratados con placebo
(reducciones de entre entre 1 y 4,2 UFC/g de piel). En la bibliografia (Gisby, 2000, Pastagia,
2011, Rittenhouse, 2006), la reduccién obtenida de UFC/g piel, en este mismo modelo con
tratamientos mas largos, es de entre 3-4 logo. En estudios realizados con cepas resistentes a
meticilina (Cho, 2011, Pastagia, 2011), la eficacia de mupirocina, p.ej., esta descrita como
menor, ya que su CMI frente a la cepa resistente es, también, superior. En los estudios
presentados en este documento, la reduccion bacteriana es inferior a la reportada en los
trabajos publicados, aunque hay que tener en cuenta que se ha aplicado el producto siguiendo
patrones de administracion méas reducidos que los descritos. Unicamente, uno de los trabajos
mas antiguos publicados, en un modelo similar de infeccion por MRSA en ratén (Rode, 1989),
describe una potente actividad bactericida in vivo de mupirocina, que implica una erradicacion
bacteriana superior al 99% (tras dos aplicaciones) y del 98,3% (tras una Unica aplicacion).

En el Unico estudio en el que se han comparado, in vivo, formulaciones de ozenoxacino con
retapamulina pomada, se han obtenido mejores resultados con ozenoxacino. Aln asi, se trata
de un solo estudio, con una sola administracién de los productos, y en un modelo experimental;
seran necesarios mas datos para conocer mejor su eficacia comparativa. En el caso de
mupirocina, los resultados son equivalentes a los de la mayoria de los estudios, como se
detalla en el apartado VI.2.11, y a los de la bibliografia (Gisby, 2000, Pastagia, 2011,
Rittenhouse, 2006).

Los resultados de los ensayos, en los que se ha administrado un sélo tratamiento a los
animales, demuestran, que en ningln caso, éste ha sido suficiente para conseguir una
erradicacion de bacterias en la zona de la lesion, aunque tampoco lo han sido los tratamientos
repetidos, en los estudios EV-7 y EV-8, en los que los antibiéticos se han aplicado tres veces al
dia, durante 5 dias. Al valorar los resultados globales, se puede observar, que la maxima
reduccién detectada, entre los grupos tratados y su grupo placebo, ha sido de 4,21 log;o UFC/g
piel de S. aureus, para la pomada de ozenoxacino al 1%, y que por encima de reducciones de
4logs, estan solo dos grupos, uno tratado con una formulacién pomada de ozenoxacino al 1% y
otro con una formulacién pomada de mupirocina (tratamiento 4dias, reduccion de 4,16 logi,
UFC/g piel). Con ello se resume que, mayoritariamente, el efecto de las formulaciones en la
disminucién del recuento bacteriano es de alrededor de 2-3 log;; UFC/g piel, como se reporta
en la bibliografia relacionada (Gisby, 2000, Rittenhouse, 2006).
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Se ha comparado la eficacia de formulaciones a diferentes pHs, con diferentes tamarfios de
materia prima y con producto en solucién o en suspensién, con el objetivo de favorecer desde
las primeras fases del proyecto, el potencial de ozenoxacino (Niazi, 2004a), en eficacia,
homogeneidad de respuesta, rapidez de accién y no absorcion a través de la piel, para evitar
pérdidas de eficacia y generacion de resistencias (Ali, 2009, Kudenber, 2005, Tseng, 2011).
Los resultados obtenidos, tras la evaluacion de trece formulaciones distintas, han permitido
identificar dos formulaciones al 1% de ozenoxacino, pomada y crema, con unos buenos
resultados de eficacia y seguridad. De igual manera, este modelo ha sido descrito en la
seleccion y optimizacion de distintas formulaciones de otros productos, como mupirocina
(Amrutiya, 2009).

A lo largo de todos los estudios de este capitulo, se han visto diferencias entre formulaciones y
productos de eficacia in vivo, pero también, una variabilidad inter-experimento que seguro se
ha visto incrementada por las distintas variaciones de los disefios de los ensayos (Cho, 2011,
McRipley, 1976, Rittenhouse, 2006b). En la bibliografia se describe, como otras posibles
causas, variaciones en el fenotipo de la cepa infectante, en la profundidad en la insercién del
hilo y del estado inmunitario de los ratones, ademas de las pautas de administracion y los
indculos iniciales, ya mencionadas (Tseng, 2011). Se podrian realizar nuevos estudios,
intentando controlar estos parametros y con cepas con distintos perfiles de resistencia, para
completar el conocimiento. Aln asi, se considera que para los objetivos de identificaciéon y
optimizacién de formulaciones dérmicas de ozenoxacino, estos ensayos han sido de utilidad,
permitiendo la seleccién de una formulacién crema y otra pomada de ozenoxacino al 1%, con
datos muy positivos.

En resumen, estos resultados de eficacia in vivo, junto a la potencia in vitro de ozenoxacino son
un sdlido background para esperar un efecto clinico terapéutico en las infecciones no
complicadas de piel y estructuras relacionadas, después de una aplicacion tépica repetida del
producto (McCaig, 2006, Moran, 2006).
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VIl. ABSORCION TRANSDERMICA DE OZENOXACINO

En este capitulo se resume la investigacion realizada sobre la absorcion sistémica de
ozenoxacino tras su aplicacion dérmica.

La evaluacion de la farmacocinética de ozenoxacino se ha dividido en dos partes: la absorciéon
y la farmacocinética después de la absorcién. La absorcion del producto se ha estudiado en
diferentes modelos in vitro e in vivo, y también en ensayos clinicos en humanos (Aguzzi, 2008,
Bronaugh, 1999, OECD, 2010).

En primer lugar, se realizaron estudios in vitro, a partir de muestras de piel humana extirpada
de donantes, utilizando el modelo de célula de Franz (Franz, 1975 y 1978, OECD, 2004b). A
continuacion, se realizaron ensayos en animales de experimentacion, rata y minipig; esta ultima
especie, por poseer una estructura de piel muy similar a la humana (OECD, 2004a). Estos
estudios han soportado el uso de ozenoxacino, en pomada al 1% y en crema al 2%, en el
desarrollo clinico posterior.

Finalmente, se realizaron tres ensayos clinicos de fase I, en los que se investigé la permeacion
transdérmica en voluntarios sanos a partir de formulaciones con ozenoxacino: Un ensayo tras
dosis Unicas de tres concentraciones ascendentes de ozenoxacino en pomada, y dos ensayos,
tras dosis repetidas de una sola concentracion, pomada al 1% y crema al 2% de ozenoxacino.

VIL.1. MATERIALES Y METODOS

VII.1.1. Absorcién in vitro

VIl.1.1.1. Célula de Franz

El ensayo en Célula de Franz es un modelo de permeaciéon en piel in vitro que se usa
frecuentemente en el desarrollo de formulaciones (Elewsky, 2007). El equipo consiste en dos
camaras separadas por una membrana, que en nuestro caso, fue piel humana. El producto a
evaluar se aplica sobre la membrana, en la camara superior, mientras que la camara inferior
contiene el fluido receptor, del cual se sacan muestras, en intervalos regulares, para evaluar la
cantidad de producto permeado.

La permeacion transdérmica se valoré en este estudio in vitro a través de muestras de piel
humana extirpada de donantes, utilizando el modelo de célula de Franz. El estudio se realizo
con pomada al 1% y crema al 1 y al 2% de ozenoxacino.

Para valorar la absorcion del producto a través de la piel, se aplicé topicamente sobre muestras
de piel humana extirpada, ozenoxacino al 1%, en dos formulaciones pomada y crema, y
también, crema al 2%. Los experimentos se realizaron en Célula de Franz (OECD, 2004a), a
diferentes tiempos y simulando dosis infinitas.

Fragmentos de piel humana (150-200 um de grosor) se obtuvieron de donantes post-mortem,
gue no sufrian patologias dérmicas, y se mantuvieron congeladas hasta el momento del
ensayo (OECD, 2004b, WHO, 2006). El estudio de permeacion se realiz6 en células de difusién
de Franz (sistema Microette™, Hanson, EEUU). El dia del experimento, las muestras se
descongelaron sumergidas en solucion fisiolégica a 37°C y se cortaron en discos de 1,8 cm®.
Se controld, en todas las muestras y antes de su uso en el ensayo, que el parametro TEWL
(Pérdida de Agua Transepidérmica) estuviera por debajo de 15 g/m*-h (Bronaugh, 1991,
Gysler, 1999). En el compartimento receptor de las celdas, la parte inferior de las muestras de
piel se bafié con una solucion de Transcutol-Agua (1:1, v/v) como fluido receptor de referencia
por su compatibilidad con la piel y con las caracteristicas de solubilidad del producto (OECD,
2004c). El fluido receptor se mantuvo en constante agitacion a 32°C (+ 0,5°C).
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Se aplicé, aproximadamente, 150 mg/cm2 de cada formulacion sobre las muestras de piel, por
triplicado. El ensayo cumplié las condiciones de experimento en dosis infinita (>10 mg/cm?)
(Gysler, 1999), en las que se asegura un exceso de disponibilidad de la formulacién a testar en
el compartimento donador, y por lo tanto, se obtienen unas condiciones de estado estacionario.
Las dosis de ozenoxacino aplicadas a las diferentes muestras de piel fueron de 2,9mg (pomada
al 1%), 2,7 mg (crema al 1%), y 5,3 mg (crema al 2%), tras aplicar las siguientes cantidades de
las formulaciones dérmicas: 121 mg/cm® de pomada, y de 119,7 mg/cm?® y 152,7 mg/cm?, de
las cremas del 1y 2%.

A continuacion, se extrajeron automaticamente muestras de 1 mL de la fase receptora a los
tiempos de 1h, 6h, 12h, 18h y 24h después de la aplicacion de las formulaciones en la parte
superior de la epidermis. El compartimento donador permanecié ocluido durante todo el
ensayo.

Las cantidades de ozenoxacino permeado a través de las distintas muestras de piel, tras la
aplicacion de las distintas formulaciones, se cuantificaron mediante un método con
cromatografia liquida/espectometria de masas.

Tabla VII.1 Resumen Método analitico utilizado

Limite inferior de

Método de analisis Parametros estudiados e L .
cuantificacion

Especificidad, precisién y exactitud, linearidad y rango,

LCIMS/ESI+ limite de cuantificacién y estabilidad

40 ng/mL

VII.1.2. Absorcién in vivo

El objetivo de los modelos in vivo realizados fue determinar y evaluar la exposicién o absorcion
sistémica de ozenoxacino, en ratas y minipigs, después de una administracion por via dérmica
de distintas formulaciones de ozenoxacino, con aplicaciones de producto de entre 0,1 y 4
mg/cmz, como se resume en la tabla VII.2.

Tabla VII.2 Resumen de los disefios de los estudios in vivo
Concentracion Dosis de ]
Especie Formulacion ozenoxacino 02€N0oXacinG Area de Tiempo de Duracion del
(Estudio) enla administrada aplicacion exposicién tratamiento
formulacion
Gel GLT11 1%
Rata Gel GLT12 1% 2 2
EV-2 GelGLT13 1% 0,26 mg/cm 2cm 8h 3d
Gel GLT14 1%
0% 0 mg/cm®
0, 2
Raia Pomada 6?3/;) O%lsr:‘ngé o 10% BSA 24 h 28 d
40% 4 mg/cm®
0% 0 mglcm?
Minipig 1% 0,1 mg/cm®
EA-3 Pomada 6.3% 0,63 mglcm?’ 10% BSA 24 h 28d
40% 4 mglcm®
0% 0 mg/cm?
pomada 1% 0,1 mg/cm® 10% BSA 24 h 14 d
Minipig 20% 2 mglcm’
EA-4 0% 0 mg/cm®
crema 1% 0,1 mg/cm® 10% BSA 24 h 14 d
20% 2 mglcm’
VII.1.2.1 Rata

VII.1.2.1.1. Rata Ensayo EV-2

Este primer ensayo corresponde al descrito y analizado en el capitulo anterior, EV-2, de
idéntico cddigo. Durante el desarrollo de las formulaciones dérmicas, y con el objetivo de
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evaluar la absorcion dérmica en el modelo de eficacia en el tratamiento de infeccién dérmica
por S. aureus en rata (capitulo VI, apartado V1.1.3, estudio EV-2), se testaron cuatro geles de
ozenoxacino al 1%. Se aplicaron dosis de 0,1mL (2,6 mg/kg 6 0,26 mg/cm2) en la piel
erosionada de ratas depiladas, tres veces al dia durante 3 dias. A continuacion, se valoraron
las muestras de plasma a diferentes tiempos y, la carga microbiana en la zona de la lesion.

Los niveles plasmaticos de ozenoxacino se determinaron utilizando un método validado de
HPLC con deteccién por UV.

Tabla VII.3 Resumen Método analitico utilizado
Método de andlisis . . Limite inferior de
Parametros estudiados e .,
EV-2 cuantificacion

Selectividad, recuperado, precisién y exactitud,
curva de calibracion, limite inferior de
cuantificacion, limite inferior de deteccion,
estabilidad

HPLC/ Deteccion UV 0,08 pg/mL

VII.1.2.1.2. Rata Estudio EA-1

Se evaluod la exposicion o la absorcion sistémica de ozenoxacino, en ratas hembras y machos
(Sprague Dawley de 200-250 g, al inicio del experimental), después de una administracion por
via dérmica de ozenoxacino pomada a distintas concentraciones. Este ensayo formé parte de
un estudio de toxicologia, en el que las dosis fueron administradas diariamente durante un
periodo de 28 dias, de acuerdo con la tabla anterior VII.3.

Las formulaciones se aplicaban directamente sobre la piel en un area definida del 10% de la
superficie corporal (BSA), con un masaje de aproximadamente 30 segundos, para favorecer la
absorcién del producto de manera homogénea entre los distintos grupos.

Para valorar la absorcién sistémica de ozenoxacino, se aplicaron distintas formulaciones
pomada de ozenoxacino al 0%, 1%, 6,3% y 40%, sobre la piel de los animales, administrando
unas dosis de entre 0-4 mg/cm?® en el 10% de la BSA. Las aplicaciones se realizaron una vez al
dia, durante 28 dias.

Los niveles plasméticos de ozenoxacino se determinaron utilizando un método validado de
Cromatografia de Liquidos acoplada a la Espectometria de Masas.

Tabla VIl.4 Resumen Método analitico utilizado
Método de analisis ; . Limite inferior de
Parametros estudiados e .,
EA-1 cuantificacion
Precision y exactitud, linearidad, limite inferior de
LC/MS/MS concentracion, limite de cuantificacion, recuperado, 0,500 ng/mL
especificidad y estabilidad

VII.1.2.2 Minipig

VIl.1.2.2.1. Pomada Estudio EA-3

El objetivo de este modelo in vivo fue determinar y evaluar la exposicion sistémica de
0zenoxacino, en minipigs machos y hembras tipo Gottingen después de una administracion por
via dérmica de pomada de ozenoxacino a distintas concentraciones.

Para valorar la absorcién sistémica, en minipig Gottingen, tras la aplicacion dérmica de la
pomada de ozenoxacino, se aplicaron distintas formulaciones al 0%, 1%, 6,3% y 40%, sobre la
piel de los animales. Las dosis de ozenoxacino que se administraron fueron de 0, 0,1, 0,63 y 4
mg/cm2 en el 10% de la superficie corporal (BSA), y, las formulaciones se aplicaron una vez al
dia, durante 28 dias.
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Los niveles plasmaticos de ozenoxacino se determinaron utilizando un método validado de
HPLC acoplado a la Espectometria de Masas.

Tabla VII.5 Resumen Método analitico utilizado
Método de analisis . . Limite inferior de
Parametros estudiados g L
EA-3 cuantificacion
Precision y exactitud, linearidad, limite inferior de
LC/MS/MS concentracion, limite de cuantificacién, recuperado, 0,500 ng/mL

especificidad y estabilidad

VIl.1.2.2.2. Crema y pomada Estudio EA-4

El objetivo de este ensayo in vivo fue determinar y evaluar la absorcidon sistémica de
ozenoxacino, en minipigs machos tipo Gottingen tras la aplicacion dérmica de las
formulaciones Eomada y crema de ozenoxacino al 0%, 1% y 20%, administrando un volumen
de 0,01mL/cm?, y por tanto, unas dosis de entre 0,1 y 2 mg/cm2 en el 10% de la superficie
corporal (BSA), una vez al dia, durante 14 dias.

Los niveles plasmaticos de ozenoxacino se determinaron utilizando un método validado de
Cromatografia de Liquidos acoplada a la Espectometria de Masas.

Tabla VII.6 | Resumen Método analitico utilizado

Método de analisis Parametros estudiados Limite |_n_fer|o_t de
EA-4 cuantificacion

Precision y exactitud, linearidad, limite inferior de
LC/MS/MS concentracion, limite de cuantificacién, recuperado, 0,500 ng/mL
especificidad y estabilidad

VI1.1.3. Absorcién en humanos

La absorcidn sistémica y la seguridad y tolerabilidad de la aplicacion tépica de ozenoxacino se
evalué en dos estudios clinicos de fase | para la formulacién pomada al 1%, dosis Unica y dosis
repetida (Estudios EC-1 y EC-2, respectivamente), y, en uno adicional de dosis repetida, para
la crema al 2% (Estudio EC-3).

VII.1.3.1. Estudio EC-1: Dosis Unica ascendente pomada de ozenoxacino al 1%.
Estudio clinico de fase |, abierto (open label), con dosis Unica ascendente y en grupos

paralelos, para evaluar la absorcion sistémica y la tolerabilidad de la aplicacion tépica de
pomada de ozenoxacino al 1%, en voluntarios sanos.

Estudio realizado en Simbec Research Limited (GB), bajo supervision médica.

El objetivo principal del estudio era evaluar la absorcion sistémica después de una aplicaciéon
tépica de ozenoxacino, pomada al 1%, analizando los parametros farmacocinéticos derivados
de las concentraciones plasmaticas de ozenoxacino.

Los objetivos secundarios fueron evaluar la seguridad y tolerabilidad de la aplicacién tépica de
la pomada de ozenoxacino al 1%.

Producto:

Cada sujeto recibio la aplicacion topica de una de las siguientes dosis de la pomada al 1% de
0zenoxacino.
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Tratamiento A = Aplicacion reducida en la piel (0,05 g pomada en 9 cm?® de piel equivalente a
un 0,05% BSA).

Tratamiento B = Aplicacién media en la piel (0,5 g pomada en 90 cm? de piel equivalente a un
0,5% BSA).

Tratamiento C = Aplicacion extensa en la piel (5 g pomada en 900 cm? de piel equivalente a un
5% BSA).

Metodologia

Este estudio en paralelo, de dosis Unica ascendente, se realiz6 en 24 voluntarios sanos
varones caucasicos. Cada sujeto recibié una Unica aplicacién de pomada de ozenoxacino al
1%, en el dia 1. Los sujetos llegaron a la unidad, en la mafana del dia -1, y se estuvieron alli
hasta 36 horas después de la aplicacion del producto. Los voluntarios volvieron a la unidad de
fase |, para los controles siguientes (48 h, 72 h, y 96 h post-dosis) en los que les extrajeron
muestras de sangre. La evaluacién de las cohortes se realizé en el Dia 5 (96 horas después de
la aplicacién del producto).

Los niveles plasmaticos se determinaron utilizando un método validado de Cromatografia de
Liquidos acoplada a la Espectometria de Masas.

Tabla VII.7 | Resumen Método analitico utilizado

Limite inferior de

Método de analisis Parametros estudiados p >
cuantificacion

Precision y exactitud, linearidad, limite inferior de
LC/MS/MS concentracion, limite de cuantificacién, recuperado, 0,488 ng/mL
especificidad y estabilidad

Los datos de Seguridad se obtuvieron, rutinariamente, durante todo el estudio clinico y durante
su periodo de seguimiento, monitorizando todos los efectos adversos, signos vitales y
tolerabilidad total.

Criterio de evaluacion:

- Farmacocinética; Las variables farmacocinéticas a determinar, para la ratio y extensién
de la absorcion de ozenoxacino, eran tmax, Cmaxs Cavs Cmin, AUCo+y AUC,... ademas del
célculo del ty.

- Seguridad y tolerabilidad local: La seguridad se test6 en términos de la proporcién
global de sujetos con efectos adversos. La tolerabilidad local en el sitio de aplicacién se
evalu6 como picores, edema, eritema y otros signos o sintomas dermatolégicos
observados por el investigador y/o descritos por el paciente. Los cambios en los valores
de laboratorio (analiticos) y los signos vitales fueron monitorizados.

Duracion del estudio

Participacion de cada sujeto durante 5 dias.

VII.1.3.2 Estudios de Dosis Repetida

VI1.1.3.2.1 Estudio EC-2 Pomada

Estudio clinico de fase I, doble ciego, cruzado dos a dos, dosis repetidas, controlado por
placebo, para evaluar la absorcion sistémica y la tolerabilidad de la aplicaciéon tépica en
voluntarios sanos, de la pomada de ozenoxacino al 1%.

Estudio realizado en la unidad de fase | de Simbec Research Limited (GB), bajo supervision
médica.
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El objetivo principal del estudio fue evaluar la absorcion sistémica después de aplicaciones
repetidas por via topica de ozenoxacino, analizando los parametros farmacocinéticos derivados
de las concentraciones de plasma.

Los objetivos secundarios fueron evaluar la seguridad y la tolerabilidad de la pomada de
ozenoxacino, después de aplicaciones repetidas por via tépica.

Productos:

Aplicacidn topica, sobre un 0,5% de la superficie corporal (BSA), de 0,5 g in 90 cm?’ de pomada
de ozenoxacino al 1% y de pomada placebo.

Tratamiento A: 0,5 g de pomada de ozenoxacino al 1% aplicado sobre una superficie de 90 cm?
Tratamiento B: 0,5 g de placebo pomada aplicado sobre una superficie de 90 cm”’.

Metodologia:

Este fue un estudio clinico de dosis multiple, cruzado (2-way crossover), doble ciego,
randomizado y controlado por placebo. En este estudio se incluyeron 20 voluntarios sanos
varones de raza caucasica. Todos los sujetos completaron el estudio.

Cada sujeto recibi6 19 aplicaciones durante cada periodo del estudio (3 aplicaciones por dia -
08:00, 16:00 y 00:00) durante 6 dias, y, una Unica aplicacién en la mafiana del Dia 7, de
acuerdo a un cédigo de randomizacién.

Cada uno de los periodos durd 11 dias (del Dia -1 al 10, correspondiente a 72h después de la
dosis del Dia 7). Cada voluntario permanecié en el centro desde el Dia -1 hasta, como minimo,
24 horas después de la dosis del Dia 7, y regresaron para la toma de muestras de las 48 y 72
horas siguientes.

Hubo un periodo minimo de 14 dias de lavado/wash-out entre la dosis del Dia 7, del periodo 1,
y la dosis del Dia 1, del periodo 2.

Las muestras de sangre (6mL) para la medicion de las concentraciones plasméticas de
0zenoxacino, se recogieron antes de la primera y segunda dosis, el Dia 1, antes de la segunda
dosis el Dia 2, antes de la primera y tercera dosis el Dia 3 y el Dia 4, antes de cada dosis el
Dia 5y el Dia 6, antes de la dosis del Dia 7y 0,5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas después de
la dosis del Dia 7.

Los niveles plasmaticos se determinaron utilizando un método validado de Cromatografia de
Liquidos acoplada a la Espectémetria de Masas.

Tabla VII.8 Resumen Método analitico utilizado

Limite inferior de

Método de analisis Parametros estudiados p .,
cuantificaciéon

Precision y exactitud, linearidad, limite inferior de
LC/MS/MS concentracion, limite de cuantificacion, recuperado, 0,488 ng/mL
especificidad y estabilidad

Criterio de evaluacion:

- Farmacocinética: Las variables farmacocinéticas a determinar, para la ratio y extension
de la absorcién de ozenoxacino, eran tmax, Cmaxs Cavs Cminy AUCo Y AUC..., ademas del
célculo del ty,.

- Seguridad y Tolerabilidad Local: La seguridad se valoré en términos de la proporcion
global de sujetos que presentaban efectos adversos. La tolerabilidad local en el sitio de
aplicacion se evalué en funtion de picores, edema, eritema y otros signos o sintomas
dermatolégicos observados por el investigador y/o sujeto. Cambios en los valores del
laboratorio (analiticos), el ECG vy los signos vitales fueron monitorizados.
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Duracion del estudio:

Aproximadamente 7 semanas, para cada individuo.

VI1.1.3.2.2 Estudio EC-3 Crema

Estudio clinico de fase |, doble ciego, cruzado dos a dos, dosis repetidas, controlado por
placebo, para evaluar la absorcién sistémica y la tolerabilidad de la aplicacion topica en
voluntarios sanos, de la crema de ozenoxacino al 2%.

Estudio realizado en la unidad de fase | de Simbec Research Limited (GB), bajo supervision
médica.

El objetivo principal del estudio fue evaluar la absorcién sistémica después de aplicaciones
repetidas por via tépica de ozenoxacino, analizando los parametros farmacocinéticos derivados
de las concentraciones de plasma.

Los objetivos secundarios fueron evaluar la seguridad y la tolerabilidad de la crema de
ozenoxacino, después de aplicaciones repetidas por via tépica.

Productos:

Aplicacion topica, sobre un 0,5% de la BSA, de 0,5 g in 90 cm? de crema de ozenoxacino al 2%
y de crema placebo.

Tratamiento A: 0,5 g de crema de ozenoxacino al 2% aplicado sobre una superficie de 90 cm?
Tratamiento B: 0,5 g de placebo crema aplicado sobre una superficie de 90 cm?.

Metodologia:

Este fue un estudio clinico de dosis multiple, cruzado (2-way crossover), doble ciego,
randomizado y controlado por placebo. En este estudio se incluyeron 20 voluntarios sanos
varones de raza caucasica. Todos los sujetos completaron el estudio.

Cada sujeto recibi6 19 aplicaciones durante cada periodo del estudio (3 aplicaciones por dia -
08:00, 16:00 y 00:00) durante 6 dias y una Unica aplicacién en la mafana del Dia 7, de acuerdo
a un codigo de randomizacion.

Cada uno de los periodos durd 11 dias (del Dia -1 al 10, correspondiente a 72h después de la
dosis del Dia 7). Cada voluntario permanecié en el centro desde el Dia -1 hasta, como minimo,
24 horas después de la dosis del Dia 7, y regresaron para la toma de muestras de las 48 y 72
horas siguientes.

Hubo un periodo minimo de 14 dias de lavado/wash-out entre la dosis del Dia 7, del periodo 1,
y la dosis del Dia 1, del periodo 2.

Las muestras de sangre (6mL) para la medicion de las concentraciones plasmaticas de
0zenoxacino, se recogieron antes de la primera y segunda dosis, el Dia 1, antes de la segunda
dosis el Dia 2, antes de la primera y tercera dosis el Dia 3 y el Dia 4, antes de cada dosis el
Dia 5y el Dia 6, antes de la dosis del Dia 7y 0,5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas después de
la dosis del Dia 7.
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Los niveles plasmaticos se determinaron utilizando un método validado de Cromatografia de
Liguidos acoplada a la Espectémetria de Masas.

Tabla VII.9

Resumen Método analitico utilizado

Método de andlisis

Parametros estudiados

Limite inferior de
cuantificacion

LC/MS/MS

Precisién y exactitud, linearidad, limite inferior de
concentracion, limite de cuantificacion, recuperado,
especificidad y estabilidad

0,488 ng/mL

Criterio de evaluacion:

- Farmacocinética; Las variables farmacocinéticas a determinar, para la ratio y extensién
de la absorcion de ozenoxacino, eran tmax, Cmaxs Cavs Cmin, AUCo+y AUC,... ademas del

célculo del ty.

- Seguridad y Tolerabilidad Local; La seguridad se valor6 en termino de la proporcién
global de sujetos que presentaban efectos adversos. La tolerabilidad local en el sitio de
aplicacién se evalud en funtion del itching, edema, eritema y otros signos o sintomas
dermatolégicos observados por el investigador y/o sujeto. Cambios en los valores del
laboratorio (analiticos), el ECG vy los signos vitales fueron monitorizados.

Duracion del estudio:

Aproximadamente 7 semanas, para cada individuo.
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VII.2. RESULTADOS

VIl.2.1. Absorcién in vitro

VI1.2.1.1. Célula de Franz

En el ensayo de penetracion transdérmica in vitro realizado a partir de piel humana, utilizando
el modelo de célula de Franz, no se ha detectado ozenoxacino en las muestras del liquido
receptor, ni tras la aplicacion de pomada de ozenoxacino al 1%, ni de crema de ozenoxacino al
1%, ni al 2%. Se han valorado muestras desde 1h hasta 24h después del inicio del ensayo, y
los resultados han estado, en todos los casos, por debajo del limite de cuantificacion del
método analitico utilizado en este estudio (40 ng/mL).

Por tanto, los resultados obtenidos han mostrado que el porcentaje de la dosis de ozenoxacino
que ha podido permear a través de la piel, a partir de las cantidades administradas de las
formulaciones durante un periodo de 24 horas, es inferior al 0,013% para la pomada de
ozenoxacino al 1%, por debajo del 0,010% para la crema de ozenoxacino al 1%, e inferior al
0,005% para la crema de ozenoxacino al 2%. Teniendo en cuenta que se han administrado
aproximadamente entre 110 y 153 mg de las formulaciones por cm?, gue corresponden a entre
2 y 5 mg de ozenoxacino por cm?, se estarfa hablando de una permeacion del producto, a
través de la piel humana, inferior a 0,2-0,5 pg/cm?.

VIl.2.2. Absorcién in vivo

VIl.2.2.1 Rata

VIl.2.2.1.1 Rata Ensayo EV-2

Los resultados de absorcién dérmica de cuatro geles de ozenoxacino al 1% aplicados en el
ensayo de eficacia en la infecciébn dérmica por S. aureus en rata (EV-2), se presentan y
comentan, también, en este capitulo de absorcién. Se aplicaron dosis de 0,1mL (2,6 mg/kg 6
0,26 mg/cm2) en la piel erosionada de ratas depiladas, tres veces al dia durante 3 dias, y se
extrajeron muestras para la valoracion de ozenoxacino.

Las curvas de concentracion-tiempo en plasma, claramente, han mostrado una funcién bifasica
con una absorcién y distribucion rapidas, y una eliminacion muy lenta. Los valores de T ax
obtenidos han oscilado entre los 15 y 60 minutos, indicando una aparente rapida absorcion. El
valor de C,,, estuvo entre 33,7 y 57 ng/mL. Hubo un efecto de liberacién sostenida de la piel al
torrente sanguineo hasta 24h post-administracion.

Farmacocinética en plasma, después de la administracién repetida de 4 geles de
Tabla VII.10 ozenoxacino al 1%, en un modelo de eficacia en infeccion dérmica por S. aureus
en rata (EV-2)
# Patron de Dosis Parametros Resultados
animales | administracion (unidades) GLT11 GLT12 GLT13 GLT14
60 0,1mL Tnax () 03 1 03 0,3
(5 grupos ! . 2,6 mg/kg | Cmax(ng/mL) 33,7 37,6 49,2 57
de 12 Svecesidia | 4 56ma/cm? [TAUC,,
animales) 3 dias (h-ng/mL) 209,4 326,9 215,6 301,2

VIl.2.2.1.2. Rata Estudio EA-1

Los resultados de este ensayo (Tabla VII.11) han mostrado que no hubo absorcion en el dia 1
(todos los resultados estaban por debajo del limite de cuantificacion), excepto en algunos
animales del grupo de la dosis intermedia (6,3 mg/cmz).

En cambio, si se han detectado niveles de ozenoxacino en el andlisis de las muestras de
plasma recogidas el dia 28, el perfil de la concentracion media en el tiempo de ozenoxacino en
plasma, fue similar entre machos y hembras, para cada dosis y se observé absorcion
destacable en cada uno de los grupos. Las Cx estuvieron entre 4-5 ng/mL para la dosis de
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0,1mg/cm2, 32-52 ng/mL para la de 0,63 mg/ cm?, y por sobre de 330 ng/mL para la de
4mg/cm2.

Las distintas C,ox Se han obtenido a T, entre Oh (pre-dosis) y 1 h (post-dosis), y luego se ha
observado un declive, de manera irregular. La C,ax ha sido aproximadamente comparable entre
machos y hembras a cada una de las dosis, igual que la AuC.s a las dosis de 0,1 y
0,63mg/cm? mientras que a la de 4 mg/cm?® ha sido un 167% superior para las hembras. La
Cmax Y la AUC.x @aumentaron de manera proporcional.

Parametros Farmacocinéticos tras la administracion dérmica diaria de ozenoxacino

Tabla VII.11 (Dias 1y 28) en rata

Grupo Dosis (mg/cm?) Género (ngme) tmax () tiast (nggrﬁﬁfi_) trz
Dia 1

2 0,1 M 0 NA NA 0 NE

' F 0° NA NA 0° NE

M 11,1 8 8 22,2 NE

3 0,63 =3 62,5 24 24 500 NE

4 4 M 0 NA NA 0° NE

F o* NA NA o° NE
Dia 28

) o1 M 5,74 0 8 21,6 8,9

' F 4,34 0,25 8 17,1 NE

M 32,4 0 24 279 8,5

3 0,63 F 52,5 0 24 313 10,5

. 4 M 329 0 24 1500 18,4

F 355 1 24 4000 21,6

NA: no aplica / NE: no estimado

a: todas las concentraciones plasmaticas estaban por debajo del limite de cuantificacion (LOQ)

b: resultados derivados de una Unica concentracién cuantificable

Los resultados de absorcién a dia 1, para algunos animales del grupo de 0,63 mg/cm2 pueden
ser debidos a variabilidad experimental, o0 a una mayor liberacion de ozenoxacino, desde la
formulacién a la piel, a partir de una formulacién al 6,3%, que no a partir de una del 40%. En
cambio, los datos obtenidos tras 28 dias de administracién, muestran que la absorcion es
mayor en el grupo tratado con pomada al 40% respecto al de 6,3%, esto puede ser
consecuencia de la liberacion sostenida del producto durante 28 dias que hace que se
comporte distinto a cuando es administrado una sola vez.

VI1.2.2.2 Minipig

VIl.2.2.2.1. Minipig Pomada Estudio EA-3

No se ha detectado absorcién de ozenoxacino en el dia 1, tras la administracion dérmica de
dosis de ozenoxacino entre 0,1 y 4 mg/cm2, ya que todos los resultados estuvieron por debajo
del limite inferior de cuantificacion (0,5 ng/mL), para todos los animales. En el dia 28, no se han
detectado niveles en los animales de las dosis bajas, en cambio, si ha habido niveles medibles
intermitentes en algunos animales, para las dosis medias y altas, como se observa en la tabla
VII.12. Las concentraciones, en este ensayo, han sido bastante variables.
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Parametros Farmacocinéticos durante 28 dias tras administracion dérmica diaria de

Tabla VII.12 ; s
ozenoxacino en minipig
. 2 2 Cmax AUCIast
Dosis (mg/cm?) Género (ng/mL) tmax (h) ng-h/mL) ti
Dia 1
M Media o° NA o° NE
01 DS NA NA NA NA
' F Media 0° NA o° NE
DS NA NA NA NA
M Media o° NA o° NE
0.63 DS NA NA NA NA
' E Media 0° NA o° NE
DS NA NA NA NA
M Media o° NA o° NE
4 DS NA NA NA NA
F Media o° NA o° NE
DS NA NA NA NA
Dia 28
M Media o° NA o° NE
01 DS NA NA NA NA
' E Media 0° NA o° NE
DS NA NA NA NA
M Media 10,3 24 110 NE
0.63 DS 17,9 NA 190 NA
' E Media 8,91 24 80,4 NE
DS 16,9 NA 153 NA
M Media 1,06° g° 18,4° NE°®
4 DS 0,23 NA 6,16 NA
F Media 5,56 8 87 18,8°
DS 4,74 NA 74,3 NA

NA: no aplica / NE: no estimado

a: media para tmax y tlast, n=4

b: todas las concentraciones plasmaticas estaban por debajo del limite de cuantificacion (LOQ)
c:n=3

d:n=4

Después de aplicaciones repetidas del producto durante 28 dias, la absorcién para el grupo al
que se le habia aplicado 0,1 mg/cm2 (dosis estimada como target dose en humanos) esta,
también, por debajo del limite de cuantificacién. Niveles intermitentes de hasta 10,3 ng/mL se
detectan para las dos dosis altas de 0,63 y 4 mg/cm? tras su administracion repetida en minipig.
Por otro lado, la AUC para el grupo al que se le habia administrado la dosis alta es de 18,4-
87,0 ng-h/mL.

VIl.2.2.2.2. Minipig pomada y crema, Estudio EA-4

Los resultados, valorados en C.x ¥ AUCq.04 que se han obtenido, para las dos formulaciones,
muestran que los datos son muy similares entre las pomadas y las cremas de ozenoxacino,
que no se observa absorcion de las formulaciones al 1%, tras el dia uno, y si, aunque muy
limitada, tras 14 dias de aplicacion. Los resultados de absorcion para las formulaciones con
concentraciones del 20% de producto fueron detectables ya a dia 1, ademas de a dia 14. Los
datos globales indican que la exposicion sistémica no fue superior con la crema a la obtenida
con la pomada.

La maxima exposicion, después de la administracion de la crema al 20% de ozenoxacino
(2mg/cm2 de producto) en el dia 14, fue muy baja con C, de 12,4 ng/mL y AUC . de 76,9
ng-h/mL, y la de la pomada, como se ha comentado, fue algo superior con Cp,, de 38,2 ng/mL
y AUC a5t de 285 ng-h/mL, aunque, también, dentro de un rango muy bajo de absorcién.
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Parametros Farmacocinéticos tras la administracién dérmica diaria de
Tabla VII.13 - p A
ozenoxacino cremay pomada (Dias 1y 14) en minipig
Forgg;?g o Muestras | Cmax (ng/mL) AUCiast ng-h/mL)
Ozenoxacino pomazda al 1% Dia 1 - -
0,1 mg/icm Dia 14 1,46 7,23
Ozenoxacino pomada al 20% Dia 1 3,77 28,2
2 mg/cm Dia 14 38,2 285
Ozenoxacino crema al 1% Dia 1 - -
0,1 mg/cm? Dia 14 0,76 -
Ozenoxacino crema al 20% Dia 1 2,36 19,8
2 mg/cm Dia 14 12,4 76,9

En la tabla VII.14 se presentan, de manera general, los resultados de los cinco ensayos de
absorcion in vivo realizados, para facilitar su comparacion y posterior discusion.

Tabla VII.14 Resumen de los resultados de estudios de absorcién in vivo de ozenoxacino
. Dosis de
Especie Formulacién ozenoxacino Crmax NQ/ML AUCo.1as: Dia Crnax AUCo.1ast
(Estudio) I ng-mL/h ng/mL ng-mL/h
administrada
(2\6}3) Gel 0,26 mg/cm? 33-57 200-300 <Dia3 No aplica
0,1 mg/cm? - - 4-5 20
Rata ~—Dia 1
Pomada 0,63 mg/lcm? 11-60 22-500 32-52 279-300
(EA-1)
Dia 28—
4 mglecm?® - - 330 1500-4000
0,1 mg/cm?® - - - -
L «—Dia1
'E"E'ﬂf’é? Pomada 0,63 mg/cm’ - - 9-10 80-100
Dia 28—
4 mglcm? - - 1-5 20-90
0,1 mg/cm? - - 1,46 7,23
pomada
Minipig 2 mglem? 3,77 28,2 «Dia 1 38,2 285
(EA-4) 0,1 mg/cm? - - Dia 14— 0,76 -
crema
2 mglcm? 2,36 19,8 12,4 76,9

Las Tax para las ratas, tras 28 dias de aplicacién, fueron a tiempos mas cortos, cercanos a la
hora, mientras que para los resultados del estudio de minipigs estuvieron entre las 8-24h, esto
indica una absorcién mas lenta y sostenida en el tiempo para minipigs, y muy rapida en ratas.
Los resultados en rata indican que la absorcion ha sido bastante mayor que en minipigs, tanto
a la concentracion de 0,63 mg/cmz, como, sobretodo a la de 4mg/ cm”.

Los resultados para la pomada en minipig, administrada 28 dias (EA-3) ¢ 14 dias (EA-4) han
concordado en las concentraciones de 0,1, 0,63 y 2 mg/cm?® mientras que ha habido una
disminucién considerable de absorcién para la pomada al 40% (4 mg/ cm?) respecto la del 20%
(2 mg/cm?). En el estudio EA-4, los resultados de absorcidon de ozenoxacino tras la aplicacién
de la pomada y la crema al 1% han sido muy similares, absorviéndose un poco menos la crema
gue la pomada, tras 14 dias de aplicacion. En los grupos tratados con pomada y crema de
ozenoxacino al 20%, ha ocurrido lo mismo, tanto al dia 1 como 14 de aplicacion. En todos los
casos, la absorcién de ozenoxacino a través de la piel en minipig ha sido mucho menor que la
observada en rata.
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VIl.2.2. Absorciéon en humanos

VII.2.2.1. Dosis Unica ascendente pomada. Estudio EC-1
Absorcion

Después de la aplicacién topica, a dosis Unica, de la pomada de ozenoxacino al 1%, las
concentraciones plasmaticas para cada nivel de dosis han estado por debajo del limite inferior
de cuantificacion (BLQ = 0,488 ng/mL). Estos resultados indican que no se ha observado una
absorcion sistémica detectable en plasma, después de la administracion Gnica por via topica de
0,059, 0,5 g y 5 g de ozenoxacino pomada al 1% (equivalente a 0,5 mg, 5 mg y 50 mg de
0zenoxacino, respectivamente).

El limite inferior de cuantificacion que permite el método analitico utilizado, de 0,488 ng/mL, se
considera el minimo clinicamente relevante. No se creyd necesario disminuirlo mas, aunque
técnicamente hubiera sido posible, ya que valores inferiores a 0,488 ng/mL no hubieran
aportado mayor representacion ni significacion clinica.

Sequridad:

Después de la aplicacién Unica de la pomada de ozenoxacino al 1%, once (11) efectos
adversos se han reportado durante los periodos de tratamiento del estudio. No se han
detectado efectos adversos severos o graves durante el ensayo clinico, ya que todos han sido
clasificados como moderados o intermedios en intensidad.

No se han reportado efectos adversos relacionados con el producto después de la aplicacion
de 0,05 g and 0,5 g de ozenoxacino pomada al 1%.

Se han detectado, tras la aplicacion de 5 g de pomada de ozenoxacino al 1%, cinco (5) efectos
adversos que se consideraron como posiblemente relacionados con el tratamiento. Tres, de

estos efectos adversos, han sido episodios de dolor de cabeza, un episodio de dificultades
(soplos) respiratorios y otro de picores.

VII.2.2.2 Dosis repetida

VIl.2.2.2.1 Dosis repetida pomada. Estudio EC-2

Absorcién

Los resultados para el segundo estudio clinico de fase | con pomada de ozenoxacino han
mostrado que, todas las concentraciones plasméticas de ozenoxacino detectadas han estado
por debajo del limite de cuantificacion (BLQ = 0,488 ng/mL). Por lo tanto, estos resultados
indican que no se ha observado una detectable absorcién sistémica en plasma, después de
administraciones tépicas repetidas de 0,5g de ozenoxacino pomada al 1% (equivalente a 5 mg
de ozenoxacino) durante 7 dias (3 veces al dia), en una superficie que representa
aproximadamente el 0,5% de la superficie corporal (BSA).

Seguridad:

Noventa y seis (96) efectos adversos se han reportado después de las aplicaciones del
producto activo o de la formulacién placebo. Cuarenta y siete (47) han aparecido después la
aplicacién de ozenoxacino al 1%, mientras que cuarenta y nueve (49) lo han sido después de la
aplicacion del placebo.

El 66,0 % (31/47) de los efectos adversos reportados después de la aplicacion de la pomada
de ozenoxacino, y el 65,3 % (32/49) de los efectos adversos recogidos durante la aplicacion del
placebo se han considerado como debidos probablemente a la medicacion del estudio (tanto
placebo como activo).
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Los efectos adversos mas comunes detectados (como probables o posiblemente relacionados
con la medicacion del estudio) han sido pruritos y eritema en el lugar de la aplicacion. No se
han reportado efectos adversos graves. Un efecto adverso (diarrea) se ha clasificado como
severo, el resto lo han sido como moderados o de intensidad intermedia.

VIl.2.2.2.2 Dosis repetida crema. Estudio EC-3

Absorcién

Los resultados para el estudio clinico de fase | con crema de ozenoxacino han mostrado que,
después de la aplicacion tépica repetida de 0,5g de crema al 2% (equivalente a 10mg de
ozenoxacino), 3 veces al dia durante 7 dias, todas las concentraciones plasméaticas de
ozenoxacino detectadas han estado por debajo del limite de cuantificacion (BLQ = 0,488
ng/mL). Por lo tanto, no se ha observado absorcion sistémica.

Seguridad:

Ciento ochenta y tres (183) efectos adversos se han reportado en este estudio. Ochenta y dos
(82) lo han sido después de la administracion de la crema de ozenoxacino al 2%, mientras que
ciento un (101) efectos adversos se han reportado después de la administracion de la crema
placebo.

Como efectos adversos posiblemente relacionados con la medicacién del estudio se han
considerado un 47,6 % (39/82) de los detectados después de la aplicacion del producto activo,
y un 58,4 % (59/101) de los reportados después de la aplicacion del placebo.

Los efectos adversos detectados como mas comunes, después de las aplicaciones repetidas
de crema placebo y de crema con ozenoxacino al 2% han sido eritema marginal debido al
adhesivo del aposito (adhesive dressing) que se utilizé para cubrir la zona, y, prurito en el lugar
de aplicacion de las formulaciones. No ha habido difencias clinicas significativas en los
resultados de tolerabilidad total entre el placebo y el producto activo. No se han detectado otros
efectos adversos relacionados con el producto, durante el estudio, y es de destacar que, no se
han reportado efectos adversos severos, en ningln caso.

No ha habido hallazgos anormales clinicamente significativos en los examenes fisicos durante
el estudio. No se han detectado resultados, clinicamente significativos, en la evaluacion de los
signos vitales. No se han reportado ni ECGs, ni resultados bioquimicos, hematol6gicos o
procedentes del uroanalis anormales, con significacién clinica, en ningin momento del estudio.
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VI1.3. DISCUSION

VII.3.1. Absorcién in vitro en modelo de piel humana extirpada

En el ensayo de liberacion in vitro, utilizado para estimar la penetracion de ozenoxacino a
través de piel humana y vehiculizado en dos formulaciones dérmicas (pomada al 1%, y crema
al 1% y 2%) no se ha conseguido detectar el paso del producto desde la parte superior de la
piel al liquido receptor.

Con un limite inferior de cuantificacion de 40 ng/mL no se ha detectado ningun valor para
ozenoxacino en 24h. Por tanto, los resultados obtenidos, en las condiciones de estado
estacionario in vitro muestran que el maximo porcentaje de la dosis de ozenoxacino que puede,
teéricamente, haber permeado a través de la piel en 24h, es inferior al 0,013% para las tres
formulaciones evaluadas. Teniendo en cuenta que se han aplicado entre 2 y 5 mg de
ozenoxacino por cm’, se estaria hablando de una permeacién a través de la piel humana
inferior a 0,2-0,5 ug/cm?.

Los resultados obtenidos van en la linea deseada para el desarrollo del producto, como
antibiético de uso topico, para que presente la minima absorcion posible a través de la piel y
que no pueda llegar al torrente sanguineo y distribuirse por el organismo, ya que el lugar de la
infeccion diana para este producto por esta via de administracién, son las capas superiores de
la piel (Aguzzi, 2008, Nagabushan, 2010, Schéfer, 2010).

Publicaciones en este modelo para otros productos de uso tépico indican, de algunos como
clorhexidina, que presentan nula permeacion en 300 um de piel incluso a las 24h (Cornwell,
1995, Karpanen, 2008 y 2011); y de distintas formulaciones de mupirocina, que el producto se
libera y desaparece rapidamente de las capas superiores de la piel (hasta un 100% en las
primeras horas) (Amrutiya, 2009). En la linea de la aproximacion realizada con ozenoxacino, se
han utilizado ensayos similares para la optimizacion de nuevas formulaciones de mupirocina,
para conseguir mayor retencion y una pauta de administracion diaria de 1 6 2 aplicaciones
(Amrutiya, 2009). Por otro lado, esti descrita para el ac. fusidico, una alta permeabilidad a
través de la piel, y que las concentraciones locales (en epidermis y dermis) que se pueden
alcanzar tras administraciones tdpicas son mas altas que las conseguidas tras la
administracion sistémica del producto (Scott, 1991, Stiittgen, 1988).

Tal y como se ha demostrado para otros productos dérmicos, la correlacion entre los resultados
de permeacion obtenidos entre estudios in vitro e in vivo es elevada (Wagner, 2000 y 2002,
WHO, 2006). En base a ello, los resultados obtenidos con las formulaciones pomada y crema
de ozenoxacino al 1 y 2%, permiten considerar que ofrecen garantias para continuar la
investigacioén y el desarrollo preclinico del producto.

VI1.3.2. Absorcién in vivo

A pesar de las diferencias experimentales, los resultados de los dos estudios de absorcion en
rata, indican que en esta especie existe una clara absorcién de ozenoxacino a través de la piel,
al ser administrado por via dérmica para dosis de entre 0,1y 4 mg/cm2 (1-40%). Se observa
una absorcion y distribucion rapidas, y una eliminacién muy lenta, ya que hubo un efecto de
liberacion sostenida de la piel al torrente sanguineo hasta 24h post-administracion.

La rata es un animal de experimentacion ampliamente utilizado (OECD, 2004a), y que aporta
una informacion inicial valiosa, pero se descarta en este desarrollo, ya que su piel se considera
poco parecida a la humana, con lo que los resultados de absorcién se preveen distintos, o no
extrapolables, y existen otras especies que pueden ser de mayor utilidad (Brennan, 1991). Se
selecciond continuar la evaluacion de la absorcion transdérmica del producto en minipig, por
ser una especie con piel muy similar a la humana (Jewel, 2007, Mortensen 1998, Wester,
1980).

Los resultados en los dos estudios en minipigs, con crema y pomada de ozenoxacino, hasta
concentraciones del 40%, han mostrado resultados muy similares. La absorcion de la pomada,
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administrada durante 14 o 28 dias, concuerda para las formulaciones entre 1-20%, mientras
que disminuye la absorcién de ozenoxacino en pomada al 40% (4 mg/ cm?) respecto a la del
20%. Por otro lado, entre las formulaciones pomada y crema, a la concentracién del 1%,
preseleccionada para su uso en humanos, la absorcion es negligible aunque se absorbe un
poco menos la crema.

En todos los casos, la absorcion de ozenoxacino a través de la piel en minipig es mucho menor
que la observada en rata. A pesar de disponer de pocos datos, se observa en ratas, que las
Tmax tras 28 dias de aplicacioén, fueron a tiempos mas cortos, cercanos a la hora, mientras que
en minipigs estuvieron entre las 8-24h; esto indica una absorcién mucho mas lenta y sostenida
en el tiempo para minipigs, y muy rapida en ratas.

La conclusién de los estudios realizados es que la absorcion sistémica, en minipig, de
ozenoxacino aplicado dérmicamente en formulacién al 1%, durante 28 dias, es inferior a 0,488
ng/mL, que es el limite inferior de cuantificacion.

Estos resultados globalmente demuestran una negligible absorcién de ozenoxacino formulado
como crema al 1% en minipigs, cuya similitud de la piel con la humana hace que se pueda
concluir, de los estudios preclinicos, que la absorcion de ozenoxacino a través de la piel serd
muy baja a la dosis diana en humanos de 0,1 mg/cmz, en un méximo del 5% de la BSA.

VI1.3.2. Absorcién en humanos

En los tres estudios clinicos de absorcién, realizados en voluntarios sanos, no se ha detectado
niveles de ozenoxacino en plasma que estuvieran por encima del limite inferior de
cuantificacion (0,488 ng/mL), por lo que no se han podido determinar los parametros
farmacocinéticos. En el primer estudio, a dosis Unica, no se detectaron niveles ni tras la
administracién de 50 mg de producto en una superficie de 900 cm®. En los dos estudios de
administracion repetida, no se detect6 ozenoxacino en plasma, ni tras tres aplicaciones diarias
durante siete dias de 5 6 10 mg en 90 cm? de piel. La cantidad de formulacién aplicada, en los
estudios de dosis repetidas, ha sido de 5 g de pomada al 1% o crema al 2%, cantidades muy
superiores a las hipotéticas a aplicar en humanos, a partir de la informacién disponible para
otros productos similares.

Respecto a la seguridad de ozenoxacino, se destaca que el producto resulta dérmicamente
muy bien tolerado tras la aplicacion a dosis Unicas, incluso elevadas, y a dosis repetidas, en
estudios con voluntarios sanos (OECD, 2002). Los efectos adversos mas comunes, en muy
baja proporcion, posiblemente relacionados con el producto son prurito y eritema en el lugar de
aplicacion, en la linea de los descritos para los comparativos (Gelmetti, 2008, Koning, 2008,
Nagabushan, 2010).

Respecto al limite de cuantificacién del método analitico, de 0,488 ng/mL, se considera que es
suficiente para garantizar seguridad clinica (Nagabushan, 2010). Por tanto, los resultados
obtenidos con las formulaciones de ozenoxacino, de no deteccidn de niveles por encima de
este valor, se creen suficientes para estimar el no paso del producto al torrente sanguineo, ni
su distribucion por el organismo. En esta fase del desarrollo se esta estudiando el producto en
piel intacta y no lesionada, con sus caracteristicas diferenciales (Bouwstra, 2006), posteriores
estudios completaran su caracterizacion y seguridad.

La informacién disponible, que se resume a continuacién, sobre la absorcion sistémica de las
formulaciones tépicas de mupirocina, ac.fusidico y retapamulina indica que, compartiendo el
mismo limite de cuantificacién, se han detectado niveles superiores, que aln asi, tampoco se
consideran relevantes.

En el caso de retapamulina, se considera que es un producto con absorcion sistémica minima,
habiéndose detectado hasta 7,6 ng/mL tras aplicaciones diarias durante 7 dias en 800 cm?, con
resultados positivos para el 3%(dia 1) y el 82% (dia 7) de los voluntarios (Cada, 2007). Por otro
lado, en un estudio sobre 200cm?® de piel erosionada, se detectaron niveles de hasta 22,1
ng/mL en mas del 95% de los voluntarios, tanto al dia 1 como 7 (Cada, 2007).
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De igual manera, para mupirocina, se define como minima, la absorcion sistémica de 0,070-
1ug/mL a través de piel intacta y tras dosis repetidas, tanto en adultos como en nifios (CDER,
1996, Gilbert, 1989, GSK, 2001, US EPA, 1996, Williford, 1999). Una caracteristica diferencial
de mupirocina es su rapido metabolismo sistémico (GSK, 2001), por lo que estos valores no se
considera que tengan importancia, desde el punto de vista de niveles bajos de antibiotico
circulantes en plasma, o en distintas localizaciones del organismo, que puedan causar
problemas de resistencia.

Se considera positivo que se valoren como despreciables los niveles de retapamulina y
mupirocina detectados en plasma (GSK, 2001, Rittenhouse, 2006, Schaefer, 1996,
Nagabushan, 2010), junto a la idoneidad del limite de cuantificacion del método analitico
utilizado. Estos hechos refuerzan las conclusiones de los estudios, en la linea de que los
valores obtenidos hasta el momento, con las formulaciones pomada y crema de ozenoxacino,
los posicionarian dentro del grupo de productos tdpicos con absorcion negligible o no relevante.

Estos resultados demuestran globalmente una absorcion sistémica despreciable de
ozenoxacino, formulado como pomada al 1% y crema al 2%, y una excelente tolerancia
dérmica de las dos formulaciones, tras administraciones repetidas en humanos. La hipétesis de
que el producto no presentaria una absorcién relevante en humanos, basada en los resultados
obtenidos en los estudios de absorcidn in vitro e in vivo, se ha confirmado en los tres estudios
clinicos realizados hasta el momento, y, para las dos formulaciones en evaluacion.

Estos resultados soportan el posible uso de ozenoxacino para el tratamiento tépico de
infecciones no complicadas de piel y estructuras relacionadas, ya que se puede preveer que la
absorcién sistémica a través de la piel de ozenoxacino sera muy baja, aln en piel erosionada o
en pacientes, a la dosis diana seleccionada para humanos (0,1 mg/cm2 aproximadamente, en
un maximo del 5% BSA).

Ozenoxacino, como antibiético topico que no se absorbe, podria ser una alternativa util a los
productos de uso oral o parenteral debido al menor riesgo de generar resistencias bacterianas
y de causar efectos secundarios (Cho, 2011, Elston, 2009, Gemmell, 2006, Goldfarb, 1988,
Kraus, 1997, Leyden, 2003), ademas de incorporarse al grupo de antibidticos topicos
disponibles (GSK, 2007, Moonsammy, 1997, Parish, 2008, Shawar, 2009, Turnidge, 1999,
Vowels, 1996, Ward, 1986, Werner, 1999, Yang, 2008). Por otro lado, los beneficios que puede
aportar el uso de este producto para el tratamiento topico de infecciones de piel y de
estructuras relacionadas causadas por patégenos susceptibles, con el aumento de resistencias
a otros antibioticos (Deshpande, 2002, Gentry, 2007, Nagabushan, 2010, Pawa, 2000,
Shanson, 1990), merecen ser investigados en posteriores estudios clinicos.
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CONCLUSIONES

Ozenoxacino presenta una excelente actividad frente a bacterias Gram-positivas,
especialmente S.aureus, S.epidermidis y estreptococos, con distintos perfiles de
sensibilidad y resistencia a antibiéticos, siendo, ademas, mas activo que
ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino.

Ozenoxacino presenta una excelente actividad frente a las cepas MRSA
sensibles a ciprofloxacino, incluso multiresistentes a otros antibiéticos, mientras
gue, mantiene una buena actividad frente a las cepas MRSA resistentes a
ciprofloxacino.

Ozenoxacino posee una potente actividad frente a enterobacterias (E.coli,
Salmonella spp, Shigella spp, E.cloacae y Kl.pneumoniae), ligeramente inferior a
ciprofloxacino y similar a moxifloxacino y levofloxacino. Esta actividad no se
conserva en el caso de cepas resistentes a ciprofloxacino

Ozenoxacino presenta una buena actividad frente a las cepas de P. aeruginosa
sensibles a ciprofloxacino, ligeramente inferior a ciprofloxacino, y similar a la de
levofloxacino y moxifloxacino, que no se conserva, en el caso de que las cepas
sean resistentes a ciprofloxacino.

Ozenoxacino presenta muy buena actividad frente a bacterias Gram-negativas
exigentes tales como Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Neisseria
gonorrheae, Neisseria meningitidis y Helicobacter pylori; actividad ligeramente
superior a ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino.

Ozenoxacino presenta una excelente actividad frente a bacterias anaerobias
tales como B.fragilis, y, Cl.perfringens, y una moderada actividad frente a las
cepas de Cl.difficile, siempre mejor que las quinolonas evaluadas conjuntamente.

Ozenoxacino posee una excelente actividad frente especies de patégenos
atipicos como Chlamydia spp, Mycoplasma spp, Ureaplasma spp, Legionella
spp, siempre superior a levofloxacino; y una buena actividad frente a
Mycobacterium tuberculosis, similar a levofloxacino y mejor que rifampicina.

Ozenoxacino presenta mejor actividad que mupirocina y ac. fusidico frente a los
patdégenos, incluso multiresistentes, implicados en infecciones de piel y
estructuras relacionadas (SSSI).

Ozenoxacino posee, a las concentraciones testadas en este estudio, una
excelente actividad bactericida frente a S. aureus y S. pneumoniae, y, una
actividad bactericida mas lenta frente a S. pyogenes.

10

Ozenoxacino es muy activo frente a cepas de S. aureus con mutaciones en los
genes gyrA y grlA, y mantiene una potente actividad frente a cepas con una
mutacién doble en grlA y una simple en gyrA.
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11 Ozenoxacino no es sustrato de los sistemas de transporte que se inhiben por
reserpina, y que afectan a otras quinolonas en bacterias Gram-positivas.

12 Ozenoxacino no favorece la seleccion de mutantes resistentes, en S. aureus,
mediante ensayos en un solo paso o, en multiples pasos.

13 Ozenoxacino es eficaz en el modelo de infeccién dérmica por S. aureus en ratén,
siendo superior a las formulaciones de mupirocina y retapamulina.

14 Ozenoxacino no se absorbe en humanos tras aplicaciones dérmicas de pomada
al 1%2y crema al 2% (hasta 7 dias, tres veces al dia), administrando 5-10mg en
90cm”.

15 Las formulaciones dérmicas de ozenacino, en pomada y crema, han demostrado

una tolerabilidad local excelente en los estudios realizados en voluntarios sanos.
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