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Terapia combinada contra Pseudomonas aeruginosa extensamente
resistente en el modelo de infeccion de muslo de ratén neutropénico

Resumen

Introduccion: la globalizacion y el consumo inadecuado de antibidticos ha
favorecido la emergencia de resistencia antimicrobiana, con opciones de
tratamiento cada vez mas limitadas. Los bacilos Gram negativos no fermentadores
como Acinetobacter baumanii y Pseudomonas aeruginosa son un ejemplo claro de
resistencia por la capacidad de expresar diferentes mecanismos de resistencia
antibidtica, llegando a tasas de resistencia del 30% en el caso de infecciones por P.
aeruginosa. El objetivo de este estudio es determinar combinaciones antibidticas
que logren la mayor eficacia bactericida contra P. aeruginosa extensamente
resistente (XDR) en un modelo animal.

Metodologia: modelo de infeccion de muslo en raton neutropénico. Se probaron
multiples combinaciones antibidticas que incluian desde 2 hasta 5 antimicrobianos
(ceftazidime (CAZ), aztreonam (ATM), meropenem (MEM), amikacina (AMK),
ciprofloxacina (CIP), polimixina B (PMB) y vancomicina (VAN)), empleando minimo
5 dosis diferentes para cada combinacion, en dosis que iban desde no efectivas
(dosis minima) hasta maxima efectiva (dosis maxima). Las combinaciones fueron
evaluadas contra dos cepas de Pseudomonas aeruginosa XDR, cuya
susceptibilidad (MIC y MBC) se determiné por medio de la técnica de microdilucion
en caldo. En el andlisis se utilizé regresion no lineal (RNL) para definir la relacion
dosis-respuesta, ajustando el modelo sigmoideo de Hill.

Resultados: las combinaciones de antibidticos: CAZ + ATM y AMK; CAZ + ATM +
AMK + CIP y MEM; y, PMB + AMK, demostraron ser eficaces en el tratamiento de
P. aeruginosa XDR. El analisis de la combinacion CAZ + ATM + AMK optimizada
segun el indice PK/PD (iPK/PD) de los betalactamicos y aminoglucésidos, mediante
RNL arroj6 parametros farmacodinamicos (Emax, EDso y N) estadisticamente
significativos, logrando un Emaxde 10 log10 CFU/g, aunque con alta multicolinearidad.
Las combinaciones de 5 antibidticos (AMK, CAZ, ATM, MEM y CIP) tuvieron un
mejor ajuste a la RNL, con parametros farmacodinamicos (PD) estadisticamente
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significativos y sin multicolinearidad (Emax de 7.56 log1o CFU/g). Otra combinacion
eficaz contra estas bacterias fue PMB + AMK, logrando superioridad frente a PMB
en monoterapia al reducir la dosis requerida para alcanzar un mismo efecto
bactericida (EDsy 7.54 (SE 3.81) versus EDsy 28.4 (4.66), p 0.0003
respectivamente), e igual de eficaz que combinaciones de tres (PMB + ATM +
vancomicina (VAN)) y cuatro antibiéticos (PMB + ATM + AMK + VAN).

Conclusidn: en este estudio se demostro eficacia en el tratamiento de dos cepas
de P. aeruginosa XDR, con tres combinaciones antibidticas (CAZ + ATM + AMK;
CAZ + ATM + AMK + CIP + MEM; y PMB + AMK) que incluian farmacos con
susceptibilidad disminuida (ATM) o completamente resistentes (CAZ, PMB, AMK,
CIP, MEM), alcanzando efecto bactericida (reduccién > 3 logaritmos de CFU en 24
horas), siempre que se optimizaran los iPK/PD y las dosis de cada farmaco. No fue
posible determinar el numero de antibidticos ideal para una combinacion, lo cual
requiere de mayor experimentacion con una mayor variedad de cepas XDR y
combinaciones posibles.

Introduccion

El mundo microbiano es la base de la ecologia global, y la administracién de
antimicrobianos para el tratamiento y prevencion de las enfermedades infecciosas,
ha provocado una respuesta evolutiva de los microorganismos con el desarrollo de
la resistencia antimicrobiana. La globalizacién del consumo de antibidticos y la
diseminacién de distintos fendmenos de proteccion microbiolégica son los
protagonistas de este fenomeno que actualmente constituye un problema de salud
publica, ya reconocido desde 2013 por el CDC (Centers for Diseases Control) en
su informe “Antimicrobial Resistence Threat” y desde 2014 por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (1,2), razon por la que en 2017, este ultimo organismo
emitié una alerta global y una serie de recomendaciones acerca del desarrollo de
nuevos farmacos o el mejor uso de los ya existentes. Dichas recomendaciones
incluyeron la publicacion de la primera lista de prioridad global para la investigacion
de microorganismos con resistencia antimicrobiana, teniendo como eje central
Acinetobacter baumanii complex, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacterias (3),
exponiendo a los bacilos Gram negativos (BGN) como la principal causa de la
multirresistencia a nivel mundial (4,5). En el tratamiento de infecciones por BGN que
exhiben mecanismos de resistencia, los carbapanems constituyen la primera linea
de tratamiento; sin embargo, los BGN productores de carbapenemasas,
especialmente las enterobacterias, suelen presentar fenotipos de multirresistencia
y panresistencia que limitan drasticamente la opciones terapéuticas y como
consecuencia presentan una elevada morbilidad y mortalidad (6).



Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumanii complex son los
microorganismos resistentes aislados con mayor frecuencia en diferentes areas
geograficas (5). Pseudomonas aeruginosa presenta resistencia intrinseca a un gran
numero de antibidticos debido a la baja permeabilidad de la membrana externa y la
presencia de sistemas de expulsion activa. Este germen puede desarrollar
resistencia con gran facilidad mediante la expresion de mutaciones cromosomicas
o bien, por adquisicion de material genético exdgeno, los cuales disminuyen la
entrada del antibidtico a la célula, alteran el blanco molecular o inactivan el
antimicrobiano utilizando enzimas hidroliticas (7—9). Dentro de los mecanismos de
resistencia en P. aeruginosa que pueden incrementar la concentracion inhibitoria
minima (MIC por su sigla en inglés) a los carbapenems, se incluyen la pérdida de
porinas, especialmente OprD, y las bombas de expulsion activa (MexAB-OprM) que
generan resistencia a multiples farmacos (excepto polimixinas) (9). Otro mecanismo
importante de resistencia es la produccion de betalactamasas intrinsecas o
adquiridas, del cual hacen parte las cefalosporinasas AmpC (hiperproduccion de la
enzima), betalactamasas de espectro extendido (BLEE) tipo Guyana (GES por su
sigla en inglés), carbapenemasas tipo serina (A y D de la clasificacion de Ambler)
que corresponden a betalactamasas tipo Klebsiella pneumoniae carbapenemasa
(KPC) y OXA, respectivamente, y las carbapenemasas dependientes de zinc o
metalo-B-lactamasas. Hasta 2012 se habian descrito mas de 120 carbapenemasas
que incluian las IMP de P. aeruginosa, KPC predominante en K. pneumoniae, las
New Delhi metalo-beta-lactamasas (NDM) frecuentemente aisladas en
enterobacterias, y las OXA en A. baumanii (10-12). La expresion de estos
mecanismos genera microorganismos multiresistentes (MDR) los cuales son no
susceptibles un antibidtico de tres grupos terapéuticos, extensamente resistentes
(XDR) que son susceptibles solo a dos grupos terapéuticos o pandrogoresistentes
(PDR), que son resistentes a todos los antibiéticos disponibles (13).

En 2007, Villegas et al. reportaron KPC-2 en un aislamiento de P. aeruginosa por
primera vez (14); y en los siguientes afios, la diseminacion universal de los clones
con de alto riesgo de multirresistencia o extensamente resistentes (MDR/XDR) de
P. aeruginosa han incrementado su prevalencia, con tasas entre 15% y 30%. En
2015, el Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades declar6 que
el 13.7% de los aislamientos de P. aeruginosa eran resistentes al menos a tres
grupos de antimicrobianos, y el 5.5%, a cinco grupos. Por su parte, en Estados
Unidos entre 2009 y 2010, la Red Nacional de Seguridad Sanitaria (NHSN, por sus
siglas en inglés) reportd tasas de resistencia para aminoglucésidos del 6%-10%;
cefalosporinas de amplio espectro 10% a 28%; fluoroquinolonas 17% a 33%;
piperacilina/tazobactam 7% a 19%; y carbapenems 11% a 30%. El fenbmeno de
multirresistencia se presenté entre el 5.3% al 17% de los aislamientos (10)(15)(16).



En cuanto al uso de nuevas opciones terapéuticas contra estas cepas MDR, se
aprobaron ceftolozano-tazobactam y ceftazidima-avibactam en 2014 y 2015,
respectivamente (17). Ceftolozano-tazobactam tiene actividad contra bacterias
Gram negativas aerobias y microaerofilicas, incluyendo P. aeruginosa, ademas es
estable contra cepas productoras de BLEE y enzimas de tipo AmpC, y también es
eficaz en el tratamiento de P. aeruginosa resistente a carbapenems no productoras
de carbapenemasas (18). Ceftazidime-avibactam ofrece un amplio espectro de
actividad contra bacterias productoras de BLEE, OXA-48, AmpC y KPC, sin
embargo, estudios reciente tanto in vifro como in vivo han demostrado la
emergencia de resistencia a estas dos combinaciones (19).

Existen pocos estudios in vivo que demuestren que una determinada combinacién
de antibidticos es mas eficaz que otra contra cepas de P. aeruginosa MDR/XDR.
In vitro la evaluacion de combinaciones de betalactamicos asociados con
amikacina, ha mostrado una actividad sinergista (definida como una reduccién del
recuento bacteriano mayor a 2 logio CFU/mL, comparado con el antibiético en
monoterapia que ejercia mayor efecto) contra P. aeruginosa, incluyendo cepas
MDR (20). En el modelo murido de neumonia, otras combinaciones como colistina
y rifampicina, han demostrado eficacia y, colistina mas aztreonam e imipenem mas
tobramicina también fueron eficaces en el modelo del muslo de ratdn netropénico
(21-23). Aunque se ha demostrado eficacia terapéutica de algunas combinaciones,
es necesario establecer cual es la mejor combinacién antibidtica con base en el
conocimiento y optimizacion de los parametros farmacocinéticos (PK) vy
farmacodinamicos (PD) de cada antibiético. La importancia de dicha demostracion
esta dada por la contribucidn al conocimiento en el tratamiento de infecciones por
P. aeruginosa MDR/XDR utilizando combinaciones de antibidticos con el fin de
optimizar la eficacia y potencialmente disminuir toxicidad y costos. Teniendo en
cuenta lo expuesto, nuestro objetivo es determinar combinaciones de antibidticos
que logren el mayor efecto bactericida contra P. aeruginousa XDR en el modelo
murido de infeccion de muslo de raton neutropénico.

Materiales y métodos

Consideraciones éticas
El comité de ética para experimentacion animal de la Universidad de Antioquia avalo
y verificd el cumplimiento de las politicas institucionales.

Bacterias y medios
Se usaron 2 cepas clinicas de P. aeruginosa con un patron de resistencia que
afectaba mas de 3 grupos de antimicrobianos (XDR) codificadas como GRP-0053



(obtenida de hemocultivo) y GRP-0134 (obtenida de aspirado traqueal). Para todos
los experimentos, los microorganismos estuvieron almacenados a -80°C y fueron
cultivados en medio liquido y solido Muller-Hinton ajustado con cationes (Becton
Dickinson, Sparks, MD) para realizar los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana,
y en medios liquido y s6lido de Tripticasa soya (Becton Dickinson, Sparks, MD) para
los experimentos en el modelo animal.

Agentes antimicrobianos

Todos los antibidticos se obtuvieron de establecimientos locales registrados
legalmente. El producto original de ceftazidime (Fortum®) fué usado hasta agotar
su disponibilidad en el pais debido al vencimiento del registro INVIMA en 2018, a
partir de esta fecha, fue necesario reemplazarlo por un producto genérico producido
por el laboratorio Vitalis®, después de confirmar su equivalencia terapéutica contra
el medicamento original. Esta situacion también ocurrié con el producto innovador
de aztreonam (Azactam®), que fue reemplazado por el producto genérico producido
por laboratorios Fresenius. Los demas antibidticos utilizados fueron: amikacina,
meropenem, ciprofloxacina, polimixina B y vancomicina. Las dosis de los
medicamentos fueron calculadas como dosis total (DT) en mg/kg/dia.

Pruebas de susceptibilidad

Se realizaron ensayos duplicados de microdilucién en caldo segun la metodologia
sugerida por el instituto de estandares clinicos y de laboratorio (CLSI por su sigla
en inglés) para la medicidn de la concentracion inhibitoria (MIC) y bactericida
minima (MBC) de las dos cepas de P. aeruginosa contra todos los antibi6ticos
empleados en los experimentos (24). Para polimixina B se us6 un método alternativo
de microdilucién en caldo (25). Se emple6 P. aeruginosa ATCC 27853 como el
control de calidad de los ensayos en todas las pruebas de susceptibilidad segun el
protocolo CLSI (26).

Modelo de infeccion de muslo en raton neutropénico

Induccién de la neutropenia: se utilizaron ratones hembras de 23 a 27 gramos de
la cepa Udea:ICR(CD-2) criados bajo condiciones libres de patégenos muridos. La
neutropenia profunda (100 neutréfilos/mm?3) se indujo mediante la administracion
de dos dosis de ciclofosfamida intraperitoneal en los dias -4 (150 mg/kg) y -1 (100
mg/kg) respectivamente, previo a la administracion del inéculo bacteriano para
provocar la infeccion (27).

Inducciéon de la infeccion: Los microorganismos almacenados en el ultra
congelador fueron cultivados en una primera etapa en medio sélido para comprobar
el fenotipo y ausencia de contaminacion con otros microorganismos. En la segunda



etapa, en medio liquido hasta alcanzar una fase exponencial de crecimiento medida
por espectrofotometria hasta una densidad 6ptica de ODsgo = 0.3 (Spectro 22H,
Labomed Inc., Culver City, CA, USA) equivalentes a 8 logio de bacterias por mL.
Para cada cepa (GRP-0053, GRP-0134), los animales fueron sedados con
isofluorano e inyectados en el muslo con 0.1 mL de una solucidn con una
concentracion bacteriana de 5 logio CFU/mL (in6culo), 16 horas después de la
segunda dosis de ciclofosfamida. Con este inoculo se logréo una infeccion
diseminada con mortalidad del 100% entre las 18-24 horas posteriores a la
infeccion.

Experimentos de farmacodinamia: se usaron grupos de 10 animales
neutropénicos e infectados con cada una de las cepas para ser tratados durante 24
horas con combinaciones de antibioticos que incluyeron al menos 5 dosis totales
(DT) por producto que oscilaron desde dosis no efectivas (dosis minima) hasta
maxima efectiva (dosis maxima). La dosis maxima fue definida como la maxima
tolerada en murinos, y que permitiera su aplicaciéon en un volumen no superior a 0.2
mL por dosis, teniendo en cuenta el limite de solubilidad del farmaco (datos
establecidos en la literatura). Una vez establecida la dosis maxima para cada
antibidtico, las dosis subsiguientes fueron calculadas realizando diluciones 1:2 0 1:4
a partir de la maxima, como se describe en el Anexo 1 del suplemento. Cada dosis
definida fue dividida para 24 horas, y administrada segun el esquema que mas
optimizara el IPK/PD del antibiotico y fue administrada mediante inyecciones
subcutaneas en un volumen de 0.1 o maximo 0.2 mL a subgrupos de 2 ratones,
iniciando 2 horas después de la inoculacion (hora 0 del modelo).

Los iPK/PD asociados con la eficacia antibiotica en ratones y humanos con funcion
renal normal ya han sido determinados (27,28). Antibidticos cuyo iPK/PD es
dependiente del tiempo de exposicion (indice T>mic) como los betalactamicos se
administraron cada 1 hora (q1h), cada 1.5 horas (g1.5h) o cada 3 horas (g3h). Los
antibidticos cuya eficacia depende principalmente de la concentracion (Cmax/MIC) 0
del area bajo la curva (AUC/MIC) como aminoglucésidos, fluoroquinolonas,
polimixinas o glicopéptidos se emplearon q3h o q6h. Aparte, se dejo en cada
experimento un grupo de 2 animales control (infectados no tratados) para cuantificar
las bacterias al inicio del tratamiento (0Oh), y al finalizarlo (24h). Estos ultimos
recibieron solucién salina isotdnica en igual volumen y con la misma frecuencia que
los demas productos. Los animales que llegaron vivos a las 24 horas del modelo,
fueron sacrificados por dislocacién cervical al completar el tratamiento, los muslos
fueron disecados bajo condiciones asépticas y homogenizados independientemente
en solucién salina, y diluidos hasta alcanzar un volumen total de 10 mL.
Posteriormente, de cada muestra se hicieron diluciones seriadas 1 en 10 y se
sembraron aliquotas de 10 uL en platos de agar que fueron incubados en atmédsfera



aerobia a 37°C durante 18-24h. El limite de deteccion para la cuantificacion de las
unidades formadoras de colonias fue de 100 CFU/muslo, los resultados fueron
consignados en tablas de Excel para el analisis estadistico posterior.

Se realizaron experimentos con combinaciones basadas en ceftazidime contra la
cepa GRP-0053 que incluian ceftazidime, aztreonam y amikacina, y contra la cepa
GRP-0134 empleando ceftazidime, aztreonam, meropenem, ciprofloxacina y
amikacina, ademas experimentos basados en polimixinas contra la cepa GRP-0053
con los antibioticos polimixina B, aztreonam, vancomicina y amikacina. Ver Tabla 1.

Tabla 1. Combinaciones, dosis total y esquemas de administracion contra cepas de Pseudomonas
aeruginosa
Grupo 1: cepa GRP- 0053

Ceftazidime + aztreonam + amikacina cada 6 horas

Ceftazidime + aztreonam cada 1 horas y amikacina cada 6 horas

Ceftazidima y aztreonam cada 1 horas

Ceftazidime cada 1 hora y amikacina cada 6 horas

Ceftazidime + aztreonam cada 1 horas y amikacina cada 6 horas
Grupo 2: cepa GRP- 0134

Ceftazidime + aztreonam + amikacina cada 6 horas

Ceftazidime + aztreonam cada 3 horas y amikacina + ciprofloxacina cada 6 horas

Ceftazidime + azteonam + meropenem cada 3 horas y amikacina + ciprofloxacina cada 6 horas
Grupo 3: cepa GRP-0053

Pplimixina B cada 3 horas

Polimizxina B + aztreonam cada 3 horas

Polimixina B + aztreonam + vancomicina cada 3 horas y amikacina cada 6 horas

Polimixina B cada 3 horas y amikacina cada 6 horas

Polimixina B + aztreonam y vancomicina cada 3 horas

Analisis estadistico

El efecto neto antibacteriano (variable dependiente, E) de cada una de las 5 dosis
totales de las combinaciones de antibioticos (variable independiente, D) fue
calculado mediante la resta del numero de CFU/g de los controles no tratados a las
24h (para este modelo un muslo pesa 1 g), del numero de CFU/g persistente en los
animales tratados. Como E implica la muerte bacteriana, éste es un numero
negativo excepto en las dosis ineficaces en las que eventualmente puede ser
positivo e incluso mayor que los controles no tratados. Para generar una curva
sigmoidea dosis-respuesta se uso regresion no lineal de minimos cuadrados (RNL)
ajustando la ecuacién de Hill E = (Emax x DY) , donde E es el efecto, y D es la dosis



(EDsg"N + DV)

total en 24 horas. Estas dos variables permiten calcular los tres parametros
farmacodinamicos (PD) principales: Emax que es el efecto maximo que cuantifica la
eficacia, EDso la dosis que produce el 50% del Emax, y define la potencia y N la
pendiente de Hill que define la sensibilidad de la relacion dosis-respuesta. Todos
los parametros (Emax, EDso y N) fueron estimados con el progama SigmaPlot 14.0®,
(SPSS Inc., Chicago, IL). Dado que el analisis de los datos mediante RNL evalud
el efecto de la combinacion (hasta 5 farmacos con dosis diferentes cada uno), fue
necesario categorizar las dosis como maxima, casi maxima, media, casi minima y
minima, cuyos valores numéricos se encuentran descritos en el Anexo 1. del
suplemento. Lo anterior explica porque el valor de EDsp no corresponde a un valor
real sino a un numero proporcional al efecto de la combinacion, por tanto no puede
ser interpretado literalmente. La calidad de las regresiones fue evaluada mediante
el coeficiente de determinacion (R? ajustado), el error estandar del estimado (Sy/x),
el test de normalidad de los residuos (Shapiro-Wilk) y la homoscedasticidad
(varianza constante). La ausencia de multicolinearidad fue evaluada mediante el
factor de inflacion de la varianza (VIF, por sus siglas en ingles); asi un parametro se
considerd invalido si la RNL fallaba en cualquiera de las presunciones de
normalidad, homoscedasticidad o no multicolinearidad (29). Un valor de P < 0.05
fue requerido para considerar una diferencia estadisiticamente significativa. La
linea de bacteriostasis establecida para evaluar la eficacia en las combinaciones
corresponde al crecimiento neto (G) obtenido de sustraer el numero de bacterias
presentes en los muslos al inicio del tratamiento del valor obtenido a las 24 horas
en los ratones no tratados. Adicionalmente, el efecto bactericida in vivo se definio
como la capacidad del antimicrobiano de matar > 3 log1o CFU/g en 24 horas, valores
extrapolados de datos in vitro (30).

Resultados

Se realizaron 25 experimentos, probando 9 combinaciones distintas de antibidticos.
Las dosis, esquemas de administracion y combinaciones se describen en la Tabla
1y Anexo 1. del suplemento.

Pruebas de susceptibilidad in vitro

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad (MIC y MBC) de los diferentes
antibiéticos empleados contra ambas cepas de P. aeruginosa se presentan en la
Tabla 2. Las dos cepas fueron resistentes a todos los antibidticos probados, sin
embargo la MIC de ATM se encontro en el rango de la sensibilidad intermedia en la
cepa GRP-0053. Los controles de calidad de P. aeruginosa contra los antibidticos
evaluados presentaron valores dentro del rango aceptado por CLSI.



Tabla 2. Concentracion inhibitoria minima (MIC)* y bactericida minima (MBC)* de seis de los
siete antibibticos evaluados contra las cepas de P. aeruginosa.

P. aeruginosa GRP-0053 P. aeruginosa GRP-0134
MIC (mg/L) MBC (mg/L) MIC (mg/L) MBC (mg/L)
Aztreonam (ATM) 8-16 8-16 32 32
Ceftazidime (CAZ) 512 - 1024 512 - 1024 1024 1024
Amikacin (AMK) 512 512 512 512
Ciprofloxacina (CIP) 32 32 128 - 256 128 - 256
Meropenem (MEM) 256 256 1024 1024
Polimixina B (PMB) 4 4 4 4

*La determinacion de la MIC y MBC se realiz6 mediante técnica de microdilucion en caldo, para
polimixina B se siguieron las recomendaciones de CLSI. Vancomicina no fue evaluado por la
resistencia intrinseca conocida de los bacilos Gram negativos a este farmaco.

Farmacodinamia in vivo

Los animales tuvieron 4.79 - 5.1 log1o CFU/g y 8.9 - 9.25 log10 CFU/g al iniciar (Oh)
y finalizar (24h) el tratamiento, respectivamente; con un rango de crecimiento neto
(G) tanto para GRP-0053 y GRP-0134 entre 3.85 y 4.44 logio CFU/g en 24 horas.
Como se menciond previamente, tres grupos de combinaciones fueron probados.
El primer grupo (ceftazidime + aztreonam + amikacina) contra la cepa GRP-0053
fue evaluado en tres combinaciones diferentes: 1) ceftazidime + aztreonam, 2)
aztreonam + amikacina, y 3), ceftazidime + aztreonam + amikacina, empleando para
los betalactamicos, esquemas de dosisficacion cada 1h, cada 1.5h o cada 6h y para
los aminoglucosidos cada 6h. La magnitud de los parametros farmacodinamicos
(Emax, EDso y N) de todas las combinaciones se muestran en la Tabla 3y se ilustran
enla Figura 1, 2y 3. Las regresiones no lineales de las combinaciones presentadas
pasaron las pruebas de normalidad, y varianza constante.

La combinacién ceftazidime + aztreonam presenté un efecto antibacteriano de —
4.10 log1o CFU/g a dosis maxima, que supero levemente la bacteriostasis (G = 4.07
log10 UFC/g), y un Emax de 4.38 log1o CFU/g (error estandar del estimado (SE) 0.26),
con todos los parametros PD estadisticamente significativos y sin multicolinearidad.
La combinacién ceftazidime + amikacina aunque alcanzé el Emax, N0 sobrepaso la
bacteriostasis, indicando que aumentar la dosis o ajustar el esquema de dosificcion
no matara mas bacterias (Ver panel A 'y B en la Figura 1). Por otra parte, la
combinacion ceftazidime + aztreonam + amikacina administrada sin optimizar el
iPK/PD de los betalactamicos (q6h) no alcanzé efecto bacteriostatico, esta
ineficacia fue superada administrando los betalactamicos cada 1h, teniendo en
cuenta su iPK/PD (T>mic). Esta vez, la ecuacion de Hill ajusto, sin embargo tanto la
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Emax (10 log10 CFU/g, SE 0.78) como la EDso (237 CFU/g, SE 42.7) adolecen de alta
multicolinearidad (VIF mayor de 10), explicada por la imposibilidad para determinar
la Emax con precision, lo cual requiere de experimentos empleando dosis mas bajas
a la minima y dosis mas altas a la maxima probadas, que permitan dibujar una
grafica sigmoidea que logre establecer la Emax con precision, eliminando asi la
multicolinearidad o interdependencia de los datos. La dosis maxima en esta
combinacion esterilizé los muslos (limite de deteccion en medio sélido de 100
CFU/g). El hecho de que la regresion no haya logrado encontrar la Emnax, sugiere la
posibilidad de mejorar el efecto con dosis mas altas. (Ver parametros PD en la Tabla
3,y en la Figura 1, paneles C y D).

GRP-0053 CAZq1h & AMKqg6h GRP-0053 ATM & CAZqg1h
1
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GRP-0053 CAZ & ATM & AMKq6h GRP-0053 CAZ & ATMq1h + AMKq6h
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Figura 1: La grafica muestra la actividad in vivo de las tres combinaciones. En el panel A: ceftazidime

+ aztreonam, en el panel B: ceftazidime + amikacina, y en el panel C y D: aztreonam + ceftazidime
+ amikacina. El panel C muestra la RNL administrando todas los farmacos q6h, en el panel D
optimizando los betalactamicos en dosis administradas q1h. La linea punteada corresponde a la
linea de bacteriostasis. Las dosis minima, casi minima, media, casi maxima y maxima para cada
antibidtico se describen en el Anexo 1. del suplemento.
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Con las combinaciones de 4 y 5 antibidticos ceftazidime + aztreonam + amikacina
+ ciprofloxacina + meropenem evaluadas contra la cepa GRP-134, la administracion
de los betalactamicos cada 1h superaban el volumen total permitido para los
ratones, por lo que solo fue posible administrarlos q3h. Los demas antibiticos
(ciprofloxacina y amikacina) se emplearon q6h. La combinacion ceftazidime +
aztreonam + amikacina + ciprofloxacina mostré un Emax de 9.35 log1o CFU/g (SE
0.94) y un efecto antibacteriano neto a dosis maxima de — 4.91 logio CFU/g, la
ecuacion de Hill ajusto a los datos, con parametros estadisticamente significativos
pero con multicolinearidad que impedia analizar los parametros
independientemente. Adicionar un quinto antibidtico (meropenem) a la combinacion
previamente descrita mejord el ajuste de la RNL a los datos, obteniendo parametros
PD estadisticamente significativos exentos de multicolinearidad, con un Emax de 7.56
log1o CFU/g (SE 0.82), y un efecto antibacteriano neto de - 3.12 log1o CFU/g; las
dosis mas altas en estas combinaciones de 4 y 5 antibidticos esterilizaron los
muslos (Ver dosis maximas para cada antibiotico en el Anexo 1. del suplemento).
No fue posible establecer con los experimentos realizados con cuatro y cinco
antibioticos demostrar mayor eficacia comparado con combinaciones de 3
farmacos, mas estudios optimizando las dosis y esquemas de dosificacion se
requieren para confirmar o descartar esta hipotesis. Ver Tabla 3 y Figura 2.

GRP-00134 CAZ&ATMq3h + AMK&CIPq6h GRP-00134 CAZ&ATM&MEMq3h + AMK&CIPq6h

Antibacterial Effect
(ALogyo CFU/g at 24 h)
Antibacterial Effect
(ALogyo CFU/g at 24 h)

T T T T T E T T T T T
MIN NEAR-MIN MIDDLE NEAR-MAX MAX MIN NEAR-MIN MIDDLE NEAR-MAX MAX

24h Total dose (mg/kg/day) 24h Total dose (mg/kg/day)

Figure 2. Las graficas muestran la actividad in vivo de dos combinaciones antibiéticas en una curva
dosis-respuesta. Panel A: ceftazidime + aztreonam + amikacin + ciprofloxacina; panel B: ceftazidime
+ aztreonam + meropenem + amikacina + ciprofloxacin. La linea punteada corresponde a la linea
de bacteriostasis. Las dosis minima, casi minima, media, casi maxima y maxima para cada
antibiético se describen en el Anexo 1 del suplemento.

En el tercer grupo de combinaciones de antibidticos se usaron polimixina B +
aztreonam + amikacina + vancomicina evaluados contra la cepa GRP-0053 en
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diferentes esquemas de dosificacion (ver Tabla 1). Los experimentos con polimixina
B a dosis de 120 y 90 mg/kg/dia (datos no publicados) mostraron letalidad del 100%
de los animales debido a la toxicidad del farmaco; datos experimentales previos en
el modelo de ratén usando dosis de 120 mg/kg dia fraccionadas cada 8 horas no se
habian asociado con letalidad (31). Polimixina B en monoterapia, aplicada q3h, fue
utilizado como comparador de las otras combinaciones. Este esquema de dosis,
demostr6 una RNL robusta con parametros PD significativos pero con
multicolinearidad (VIF >10), alcanzando un efecto neto antibacteriano de — 4.0 log1o
CFU/g con un Emax 7.9 log1o CFU/g (0.83). Las combinaciones PMB + ATM y PMB
+ AMK alcanzaron Emax 8.22 log1o CFU/g (SE 0.73), y 8.45 logio CFU/g (SE 1.44)
respectivamente, cuyas RNL ajustaron a los datos con magnitudes de los
parametros PD estadisticamente significativos, pero con multicolinearidad (VIF > 10)
(ver PD en Tabla 3.). Al comparar combinaciones dos (polimixina B + amikacina)
versus tres (polimixina B + aztreonam + vancomicina) y cuatro antibidticos
(polimixina B + aztreonam + vancomicina + amikacina) no se demostré mayor
eficacia a mayor numero de antibidticos, comparcion por analisis de ajuste de
curvas (CFA por sus siglas en ingles) donde la diferencia para la magnitud de los
parametros PD obtuvo un valor de p = 0.84, siendo no estadisticamente significativo.
Ver figura 3, panel Ay Tablas 3 y 4. Dado que utilizar tres y cuatro antibioticos no
demostraron superioridad frente al uso de dos antibioticos, se hizo analisis por CFA
para evaluar si esta combinacion (polimixina B + amikacina) era superior a la
monoterapia con polimixina B, evidenciando superioridad de la combinacién al
disminuir la EDso (28.4 con IC95% 21.2 — 56.8; y 6.57 con 1C95% 4.7 — 9.5, para
monoterpia y terapia combinada respectivamente), con una p = 0.0003. Ver Figura
3, panel A, y Tablas 3 y 5. Polimixina B mas amikacina fue la combinacién que con
el menor numero de antibioticos logro superar la eficacia de PMB en monoterapia,
ademas de alcanzar igual Emax a dosis menores (disminuyo la EDsg), Ver Figura 3,
panel B.
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0- A -©- 32: PMB+ATM+VAN&AMK
o 33: PBM&AMK
a 34: PBM+ATM+VAN

Antibacterial Effect
(ALogs CFU/g at 24 h)
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24h Total dose (mg/kg/day)

-©- 25: PMB
-8- 33: PMB +AMK

Antibacterial Effect
(ALog1o CFU/g at 24 h)

O
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24h Total dose (mg/kg/day)

Figura 3. Comparaciones de la RNL que describen la relacion dosis-efecto, obtenido por la ecuacién
de Hill. EI panel A compara las combinaciones: PMB+ATM+VAN+AMK versus PMB+AMK versus
PMB+ATM+VAN, la linea de la regresion unica evidencia similar efecto al emplear 2, 3 o 4
antibioticos en combinacién; el panel B compara monoterapia con PMB versus PMB + AMK, donde
la combinacion logré con menores dosis igual eficacia bactericida (las dosis casi maxima y maxima
en la combinacién disminuyeron el mismo numero de logio CFU/g versus la dosis maxima de la
monoterapia). La linea punteada corresponde a la bacteriostasis. Las dosis empleadas para cada
antibidtico se describen en el Anexo 1 del suplemento.
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Tabla 3. Eficacia in vivo de diferentes combinaciones antibidticas analizadas mediante regresion no lineal.

Experiment G AdjR? [ Sy|x | Emax | SE P VIF EDso SE P VIF N SE P VIF
Combinaciones con base en CAZ
contra la cepa GRP 0053
CFZ + ATM + AMKg6h 424 | 0.925|0.327 | 3.052 | 0.339 | <0.0001 | 3.178 | 36.10 | 9.71 | 0.0075 | 2.35 | 1.614 | 0.489 ( 0.013 | 1.738
ATM + CAZqg1h 4.07 | 0.983 |0.214 | 4.388 | 0.264 | <0.0001 | 4.538 | 60.34 | 9.77 | 0.0005 | 3.376 | 1.291 [ 0.191 [ 0.003 | 2.240
CAZq1h + AMK g6h 4.07 | 0.994 | 0.106 | 3.035 | 0.05 [ <0.0001| 1.294 | 27.14 | 1.72 [ <0.0001 | 4.244 | 3.46 | 1.24 | 0.0269 | 4.499
CAZ + ATMg1h + AMK g6h 4.07 |0.999 | 0.109 | 11.56 | 1.019 | <0.0001 | 96.0 237 76 0.009 114 | 0.672 | 0.039 | <0.0001 | 9.131
Combinaciones con base en CAZ
contra la cepa GRP 0134
CAZ+ ATM + AMK g6h 3.91 0.973 [ 0.232] 3.930 [ 1.069 | 0.0079 [37.895( 945 | 452 | 0.074 | 32.7 | 2171|1563 | 0.20 23.1
CAZ+ ATMg3h + AMK +CIP g6h 444 |0.990 | 0.281 | 9.355 | 0.994 | <0.0001 | 22,84 [63.791(19.27 | 0.012 | 21.0 | 0.90 | 0.115( 0.0001 | 4.761
CAZ+ ATM +CI\I/|PE2/|623h tAMK + 444 | 0954 |0.637|7.560| 0.82 |<0.0001| 5.25 259 | 818 | 0.015 | 3.87 | 1.153 [ 0.295 | 0.0059 | 2.429
Combinaciones con base en
PMB contra la cepa GRP 0053
PMBq3h 3.85 |[0.989]0.232|7.895| 0.83 | <0.0001| 24.7 | 28.40 | 4.66 | 0.0005 | 23.1 | 1.632 | 0.21 | <0.0001 | 4.88
PMB + ATM g3h 3.85 |[0.990|0.215| 8.22 | 0.73 | <0.0001| 28.1 20.9 | 3.57 | 0.0008 | 26.0 | 1.237 | 0.134 | <0.0001| 5.4
PMBg3 + AMKg6h 3.89 |[09100.791| 8.45 | 1.44 | <0.0001| 14.8 754 | 3.81 0.069 | 12.08 | 0.903 [ 0.241 | 0.0025 | 3.971
PMB + ATM + VAN g3h 389 |[09160.731]8.366 | 1.20 | <0.0001| 12.13 | 7.89 | 3.16 | 0.027 | 9.72 | 0.992 | 0.238 | 0.0011 | 3.612
PMB + ATM + VAN g3h + AMKg6h | 3.89 | 0.906 [ 0.720 | 895 | 1.66 | 0.0001 | 22.90 | 7.37 | 4.55 | 0.1300 | 19.6 | 0.757 [ 0.194 | 0.0018 | 4.83

G= crecimiento neto en logio CFU/g, AdjR?: coeficiente de determinacion ajustado, Sy|x
dosis que logra el 50% del Emax, N: pendiente, VIF: factor de inflacién de la varianza.

. error estandar del estimado, Emax: efecto maximo, SE: error estandar, EDsy:
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Parametro PD

Tabla 4. COMPARACION DE COMBINACIONES ANTIBIOTICAS

PMB + ATM + VAN q3h + P (global)
PMB q3h + AMK g6 h PMB + ATM + VAN q3h AMK q6h
Emax (IC95%) 8.448 (6.66 - 19.42) 8.360 (6.76 - 16.19) 8.954 (6.98 - 19.51)
0.842
N 0.904 (0.43 - 1.62) 0.994 (0.52 - 1.72) 0.758 (0.39 - 1.31)
ED50 7.539 (3.87 - infinito)  7.884 (4.50 - 68.51) 7.358 (3.42 - infinito)
Tabla 5. COMPARACION DE COMBINACIONES ANTIBIOTICAS Valor de p
(global) Valor de p
Paramettro PD Polimixina B q3h Polimixina B q3h + amikacina q6h (individual)
Emax (1C95%) 7.896 (6.50 - 12.09) 7.199 (6.31 - 8.72) 0.671
<0.0001
N 1.632 (1.17 - 2.18) 1.943 (1.00 - 3.33) 0.600
ED50 28.42 (21.29 - 56.81) 6.572 (4.76 -9.50) 0.0003
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Discusion

No es un hecho desconocido que la emergencia de resistencia en los bacilos Gram
negativos (BGN), se ha convertido en un problema con impacto mundial que no
respeta fronteras geograficas o ecologicas y pone en riesgo los logros de la
medicina moderna. Aunque se dispone de nuevas moléculas, o la combinacion de
moléculas ya conocidas con nuevos inhibidores de betalactamasas, su alcance y
utilidad en monoterapia aun es incierto. Y, es por esto, que la busqueda de
combinaciones de antibidticos "viejos” sigue siendo pertinente.

Nuestros resultados en el modelo de infeccion de raton, demostraron eficacia
terapéutica al utilizar combinaciones de antibioticos contra P. aeruginosa XDR. Esta
eficacia estd determinada por una compleja interaccion entre el medicamento
administrado, el hospedero y el agente infeccioso. La complejidad de esta
interaccion se refleja en la gran variabilidad en la relacion dosis-respuesta, la cual
puede ser minimizada al tener en cuenta caracteristicas fundamentales de cada
medicamento y expresadas como iPK/PD, como se demostré en la combinacion
CAZ, ATM y AMK, donde la optimizacion del indice, mejoré la eficacia. Este
concepto fue descrito previamente por Craig (28,32), cuando demostro en el modelo
animal que la combinacion de los parametros farmacocinéticos (PK) vy
farmacodinamicos (PD) determinaban la eficacia terapéutica, es decir, la relacion
entre la exposicion al antibiotico con el efecto antimicrobiano, permitiendo definir los
iPK/PD de los que depende la muerte bacteriana (dosis y/o periodos de exposicion
al antimicrobiano). Una segunda estrategia que determiné la eficacia en nuestro
modelo fue la seleccidn de las combinaciones de antibidticos, recurriendo al disefio
de combinaciones con diversos mecanismos de accion y asi logramos demostrar
eficacia bactericida cuando se usaron combinaciones con dos, tres o mas
antibioticos.

Estudios previos en BGN MDR demostraron eficacia in vitro de polimixinas
combinados con rifampicina, o betalactamicos (30, 31). Asi mismo, se demostro
sinergismo in vitro de amikacina en combinaciones no tradicionales con antibiéticos
como doxiciclina contra cepas MDR (34,35). In vivo, Pefanis A., et al. (20)
encontraron sinergismo cuando se combind AMK'y ATM, o AMK'y CAZ en el modelo
de endocarditis de conejos, logrando esterilizar el 53% y 75%, respectivamente de
las valvulas infectadas con cepas de P. aeruginosa susceptible a estos dos
antibidticos. Sin embargo, usando el mismo modelo de infeccion con una cepa de
P. aeruginosa multirresistente, las combinaciones ATM + AMK o CAZ + AMK no
demostraron mayor eficacia cuando se compararon contra ATM o CAZ en
monoterapia. Este resultado puede ser explicado por la no optimizacién de iPK/PD

17



de los betalactamicos (administrados cada 8 horas) o por la alta susceptibilidad de
la cepa de P. aeruginosa a los dos betalactamicos, lo cual pudo enmascarar la
eficacia de la combinacion. En nuestros experimentos no evaluamos los antibidticos
en monoterapia, con excepcion de PMB, dada la alta resistencia documentada en
los test de susceptibilidad in vitro, por lo que consideramos que el efecto no seria
mayor al logrado en combinacion. Comparados con el estudios de Pefanis A., et al.
nosotros si demostramos incremento en la eficacia bactericida de la combinacion
CAZ + ATM + AMK tras optimizar el iPK/PD de los betalactamicos, administrando el
antibiotico cada hora vs cada 6 horas y logrando un efecto neto con la dosis maxima
de — 7.0 vs 2.9 log1o CFU/g, respectivamente; lo cual demuestra que al disminuir el
T>mic hecesario para provocar la muerte bacteriana, se compromete la eficacia de
la combinacién.

Aztreonam es estable frente a la hidrélisis por metalobetalactamasas (36), y esto
podria explicar la sensibilidad de la cepa GRP-0053 (MIC = 8-16 mg/L), sin
embargo, la combinacion de ATM con CAZ, solo alcanzo un efecto bacteriostatico,
aun después de optimizar el iPK/PD, mientras que cuando se usé una combinacion
triple (ATM, AMK 'y CAZ), se logro efecto bactericida y se esterilizaron los muslos a
las dosis mas altas. Este hallazgo es concordante con estudios in vitro
(checkerboard) que evaluaron el impacto en la muerte bacteriana combinando ATM
y AMK contra P. aeruginosa y otros BGN, mostrando actividad sinergista contra las
cepas de P. aeruginosa que tenian una MIC para ATM entre 2 y 32 mg/L (37). Al
adicionar meropenem y ciprofloxacina a la combinaciéon descrita, para lograr
combinaciones de 4 y 5 antibioticos (en la cepa GRP-0134), se obtuvo un mejor
ajuste de la ecuacion de Hill a los datos y disminuyd la magnitud de la
interdependencia de los parametros (multicolinearidad); esto hace que las
estimaciones de los parametros sean mas precisas.

Las polimixinas habian entrado en desuso por su toxicidad, pero fueron rescatados
ante la emergencia de cepas de BGN con resistencia de alto nivel. En monoterapia,
causan disrupcidn rapida de la membrana citoplasmatica, alterando Ila
permeabilidad, y causando muerte celular; sin embargo, no es infrecuente la
emergencia de resistencia. En tratamientos combinados, facilita la permeabilizacion
de la membrana celular externa permitiendo la penetracion de otros antibidticos
(16). Yamagashi et al., (21) evalu6é combinaciones de dosis altas de colistinay ATM
contra cepas de P. aeruginosa sensibles a colistina (MIC 0.5-1 mg/L) en modelo de
infeccidon de muslo en ratén neutropénico, demostrando superioridad de la
combinacion cuando se comparo contra colistina o ATM en monoterapia. En nuestro
estudio, usando una cepa de P. aeruginosa con menor sensibilidad a colistina (MIC
de 4 mg/L), y comparando contra PMB en monoterapia, las combinaciones PMB +
ATM y PMB + AMK alcanzaron mayor eficacia.
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La combinacion de colistina y VAN fue probada in vitro en distintos BGN y cepas
planctonicas de A. baumannii MDR & XDR por Gordon et al. desde 2010, Liu X., en
2016 y otros investigadores (37—40). Vancomicina tiene un efecto nulo contra los
BGN, debido a su gran tamafio e hidrofobicidad; pero se ha postulado que las
propiedades de permeabilizacion de colistina podrian facilitar la penetracion de los
glicopéptidos a través de la membrana externa, para dirigirse a otros posibles
blancos moleculares, aunque se desconoce si estos blancos existen en los BGN.
Otras interacciones in vivo e in vitro entre colistina y daptomicina fueron descritas,
tanto en cepas resistentes como susceptibles de A. baumannii, logrando sinergismo
in vitro y erradicacion de infeccion en un modelo murino (41,42). Nuestro estudio es
el primero en evaluar en el modelo animal la utilidad de una combinacion que incluye
VAN contra P. aeruginosa XDR. Nosotros no encontramos mejoria significativa en
la eficacia usando combinaciones de 3 y 4 antibioticos que incluyeron VAN, sin
embargo, no realizamos experimentos con PMB + VAN que permitan establecer el
efecto neto del glucopéptido en la combinacién.

Tekin et al., (43) estudid el impacto (sinergia o antagonismo) del numero de
antibidticos incluidos en una combinacién, con respecto a la capacidad de formar
interrelaciones fisicoquimicas, y demostraron interacciones de sinergia que
solamente emergieron cuando se emplearon mas de 3 antibidticos. Aunque el
resultado obtenido en nuestros experimentos con $ antibioticos en la cepa GRP-
0134 favoreceria esa hipotesis, este comportamiento no fue similar en el grupo de
experimentos en la cepa GRP-0053 cuya base fue PMB e incluyeron 3 o 4
antibioticos; esto sugiere que el efecto solo se logra con algunos grupos
farmacoldégicos y con resultados variables para cada microorganismo, segun la
expresion de mecanismos de resistencia. Para comprobar todas estas hipétesis, es
necesario realizar estudios mas amplios en el modelo animal, que incluyan un mayor
numero de especies bacterianas, con expresion de diversos mecanismos de
resistencia contra multiples combinaciones de antibidticas.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones, entre ellas el numero de cepas utilizado,
las limitaciones propias del modelo que no permiten optimizar el iPK/PD de
betalactamicos en esquemas de 4 y 5 antibidticos, y el desconocimiento de los
mecanismos de resistencia exactos, en ausencia de secuenciacion genética, que
incrementan los costos de cada experimento. Aunque la sensibilidad de la cepa
GRP-0053 a aztreonam sugiere una probable expresion de metalobetalactamasas,
otros mecanismos de resistencia pueden estar presentes.

En conclusidon, nuestro estudio demostré eficacia de las combinaciones con
AMK+ATM+CAZ una vez se optimizan los iPK/PD. A su vez la combinacién PMB +
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AMK logra mayor eficacia y reduce la dosis necesaria para alcanzar el mismo efecto,
comparado con PMB en monoterapia o en combinacion de tres o cuatro antibidticos.
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Suplemento

Anexo 1. Dosis antibidticas empleadas para cada farmaco probado en combinacién.

Antibiético (?Y?;ilfgt/zt;l) Diluciones Casi Dosts (mglka/dre) Casi poste
Maxima maxima Media minima Minima 6t ma 8ve
Ceftazidime (CAZ) 512 1en2 512 256 128 64 32 - - -
Aztreonam (ATM)** 512 1en2 512 256 128 64 32 16 4 1
Amikacina (AMK)** 3072 1en4 3072 768 192 48 12 0.75 | 0.18
Ciprofloxacina (CIP) 150 1en4d 150 37.5 9.37 2.34 0.58 - - -
Meropenem (MEM) 1280 1en2 640 320 160 80 40 - - -
Polimixina B (PMB)** 60 1en2 60 30 15 7.5 3.75 1.87 | 046 | 0.11
Vancomicina (VAN)** 2400 1en2 2400 1200 600 300 150 75 |18.75| 4.68

maxima.

** Los experimentos que combinaron PMB + AMK, PMB + ATM + VAN y PMB + AMK + VAN + ATM evaluaron 8 dosis. Amikacina continué
diluciones 1:4 hasta la octava dosis, para los demas farmacos la sexta dosis se obtuvo por dilucion 1:2, y las dosis subsiguientes por diluciones 1:4.

*Una vez definida la dosis total, la determinacion de dosis desde minima hasta maxima fue calculada realizando diluciones 1:2 o 1:4 desde la dosis

25




