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RESUMEN. Se estimo una dosis de marbofloxacina (MFX) para tratar infecciones gastrointestinales asociadas a Escherichia coli en
cabras de tres semanas de vida. La farmacodinamia de MFX sobre E. coli se evalud in vitro estimando las concentraciones inhibitoria
minima (CIM), bactericida minima (CBM) y preventiva de mutantes (CPM). Marbofloxacina se administré en cabras de tres semanas de
edad por via subcutanea a una dosis de 2 mg/kg. Los parametros farmacocinéticos se estimaron mediante analisis no compartimental.
La dosis de MFX capaz de proteger al 95% de una poblacién se calculé considerando la distribucién poblacional de los pardmetros
farmacocinéticos. La eficacia de MFX se evalud con la relacién entre el area bajo la curva y la CPM (ABC/CPM) con un valor de corte de
22 h. Los resultados mostraron que la dosis estimada de MFX para alcanzar la remision clinica de infecciones gastrointestinales
causadas por E. coli y prevenir la emergencia de cepas resistentes en el 95% de una poblacién de cabras de tres semanas de vida fue
de 3,179 mg/kg, que a los fines précticos se fijé en 3,5 mg/kg.

SUMMARY. Proposal of a marbofloxacin dose to treat infections associated to Escherichia coli in 3-week-old goats. A dose of
marbofloxacin (MFX) to treat gastrointestinal infections caused by Escherichia coli in 3-week-old goats was estimated. The
pharmacodynamics of MFX against E. coli was evaluated in vitro by estimation of minimum inhibitory concentration (MIC), minimum
bactericide concentration (MBC) and mutant prevention concentration (MPC). Marbofloxacin was administered to 3-week -old goats
by subcutaneous route at the dose of 2 mg/kg. The pharmacokinetic parameters were estimated by non-compartmental analysis. The
dose of MFX capable to protect the 95% of population was calculated considering the population distribution of pharmacokinetic
parameters. The efficacy of MFX was evaluated by the relationship between the area under curve and MPC (AUC/MPC) with a cut-off
value of 22 h. The results showed that the estimated dose of MFX to reach the clinical outcome of gastrointestinal infections caused
by E. coli and to prevent the bacterial resistance at the 95% of the population of 3-week-old goats was 3.179 mg/kg, which for
practical reasons was fixed at 3.5 mg/kg.
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Introduccidén eliminar las bacterias del sitio de infeccion, al cumplirse

90 afios del descubrimiento de la penicilina (1928) aun
La resistencia de las bacterias a los antibidticos (ATBs) se sigue discutiendo acerca de cual deberia ser el es-
es una problematica que se ha incrementado conside- quema terapéutico que garantice la remisién clinica y la
rablemente en los ultimos afios. Este fendmeno se cura bacterioldgica. Sin embargo hoy se acepta que un
origina por la plasticidad con que las bacterias desarro- tratamiento antibidtico ademas de lograr la remisidn
llan mecanismos que evitan el efecto bactericida o clinica también debe reducir la emergencia de cepas
bacteriostatico de los ATBs. Si bien es de comuin con- bacterianas resistentes (Burgess, 1999). En este sentido,
senso que la dosificacién de un ATB es la clave para la integracién farmacocinética-farmacodinamica (PK-
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PD) permite establecer la relacion entre el ATB vy la
bacteria, cuantificar la potencia y eficacia de este y
disefiar estrategias de dosificacion para prevenir la
emergencia de resistencia (Drusano, 2007; Nielsen y
Friberg, 2013).

Marbofloxacina (MFX) es una fluoroquinolona (FQ) sin-
tética de tercera generacion desarrollada exclusivamen-
te para ser usada en medicina veterinaria (EMEA, 1996).
Es efectiva sobre la mayoria de las bacterias gram-
negativas, y Mycoplasma (Haritova et al. 2006; Vallé et
al. 2012; Tohamy y El-Gendy, 2013). La farmacocinética
de MFX ha sido estudiada en diferentes especies de
animales, incluyendo caninos, porcinos, bovinos, buba-
linos y caprinos, mostrando que logra elevadas concen-
traciones plasmaticas y una rapida y extensa distri-
bucidn tisular, lo que determina que sus concentra-
ciones en tejidos tales como pulmdn, higado y rifién
sean mayores a las observadas en plasma, al tiempo
que presenta una elevada biodisponibilidad (F) con
valores cercanos al 100% (Waxman et al. 2001;
Schneider et al. 2004; Albarellos et al. 2005; Ding et al.
2010; Sidhu et al. 2010; Lei et al. 2017). En animales de
laboratorio y cerdos su unién a proteinas plasmaticas es
débil (<10%), aunque en bovinos su unién es cercana al
30% (EMEA, 1999). Las caracteristicas farmacocinéticas
de MFX la hacen un antimicrobiano atractivo para tratar
infecciones serias en animales de produccidn tales
como septicemias y gastroenteritis causadas por bacte-
rias aerobias grampositivas y gramnegativas (El Garch
et al. 2017).

Marbofloxacina presenta actividad dependiente de la
concentraciéon con prolongado efecto posantibidtico
(Canut Blasco et al. 2015), aunque algunos autores
afirman que su eficacia también es codependiente del
tiempo de exposicidn (Blot et al. 2014). Se acepta que la
posologia de las FQs que garantiza la cura clinica para
infecciones no graves y las causadas por bacterias gram-
positivas es la que logra una relacidn entre el area bajo
la curva y la concentracién inhibitoria minima (ABC /
CIM) = 25-50 h. En el caso de infecciones graves y las
causadas por bacterias gramnegativas, esta relacion
debe presentar un valor > 125 h (Drusano, 2007;
Blondeau, 2009; Barbour et al. 2010; Canut Blasco et al.
2015).

La capacidad de las bacterias para generar resistencia a
las FQs mediante mutaciones de un solo paso (Blon-
deau, 2009), ha cambiado el escenario de los indices de
eficacia PK/PD, donde la CIM era el parametro farmaco-
dindmico de referencia para el célculo de la dosis de
estos ATBs. En los ultimos afios ha entrado en vigencia
la concentracién preventiva de mutantes (CPM), que es
la minima concentracion de un ATB que inhibe el desa-
rrollo de mutantes de primer paso (Dong et al. 1999).

En este nuevo escenario, la CPM ha comenzado a
utilizarse en el disefio de los regimenes terapéuticos de
las FQs (Ahmad et al. 2016). Investigaciones realizadas
por Olofsson et al. (2006) acerca de la seleccidon de
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resistencia de cepas de Escherichia coli (E. coli) a la
accion de FQs (enrofloxacina) han mostrado que una
relacion ABC/CPM = 22 h es eficaz para prevenir la
seleccion de mutantes resistentes de esta bacteria.
Dentro de este contexto, el tiempo de exposicion a
concentraciones mayores a la CPM (t > CPM) también
es considerado como una informacién importante a
tener en cuenta en el disefio de los regimenes terapéu-
ticos de las FQs (Xu et al. 2013).

En Argentina el caprino es una especie productiva
menor, cuya explotacion genera productos lacteos,
carne y cuero. En general, esta se realiza en regiones
agroecoldgicas aridas que no permiten generar otra
actividad econdmica rentable. La explotacién del gana-
do caprino generalmente es practicada por pequeios
productores de bajo nivel educativo, quienes la utilizan
principalmente para autoconsumo a manera de otorgar
sustento econdmico a sus familias, las que se desen-
vuelven en un marco de alta vulnerabilidad.

Dentro de este contexto las condiciones alimenticias,
higiénico sanitarias y la casi ausencia de asistencia y
asesoramiento veterinario, condicionan la emergencia
de enfermedades parasitarias, viricas y bacterianas. En
las primeras semanas de vida de los cabritos, la falta de
higiene, la falta de desinfeccion del corddn umbilical, el
hacinamiento, el calor y la humedad excesiva predispo-
nen la emergencia de la diarrea blanca o colibacilosis
causada por la bacteria E. coli sola o asociada a virus.
En estos casos la materia fecal es por lo general blanca
amarillenta de consistencia cremoso a casi liquida y los
cabritos se deshidratan rapidamente. Los porcentajes
de mortandad pueden ser altos si no se tratan adecua-
damente (Bedotti y Rossanigo, 2011; de la Rosa
Carbajal, 2013), siendo los tratamientos realizados en
forma empirica por los mismos productores sin aseso-
ramiento veterinario (Rossanigo, 2013).

En Argentina, casi la totalidad de los medicamentos de
uso veterinario no estan indicados para ser utilizados en
cabras asi como en otras especies productivas menores,
de manera que éstas permanecen huérfanas de tera-
péutica, por lo que el empleo de los medicamentos en
esta especie se realiza fuera de rétulo. En el caso de
MFX, ésta se utiliza en cabras a la dosis de 2 mg/kg
(Waxman et al. 2001; Waxman et al. 2004; Aliabadi y
Lees, 2002; Sidhu et al. 2010) que es la recomendada
para la especie bovina, administrando una dosis diaria
durante 3-5 dias consecutivos. La propuesta de una
dosis de MFX para cabras de tres semanas de vida para
el tratamiento de infecciones gastrointestinales aso-
ciadas a E. coli, plantea para el investigador un desafio
en la realizacion de los ensayos clinicos in vivo, en los
que el empleo de animales experimentales debe res-
tringirse solo a situaciones en las que no existen alter-
nativas para reemplazar a los mismos y en esos casos el
investigador debe garantizar que los animales sean
sometidos a un minimo de estrés y sufrimiento. Esta
situacién hace que en el area de la investigacién farma-



colégica tomen relevancia alternativas experimentales
como los estudios in vitro e in silico (Yu y Wilson, 2010).

Con estudios in vitro se determina la actividad y la
eficacia de un ATB frente a la cepa bacteriana deter-
minada, reemplazando asi los ensayos in vivo sobre
animales experimentales infectados. Por ultimo, los
estudios in silico consisten en analizar e integrar la
informacidn generada en los ensayos in vivo e in vitro
mediante empleo de programas informaticos espe-
cificos. En nuestro caso, mediante modelos matema-
ticos, se establecen las relaciones entre las concen-
traciones del ATB en el organismo y su efecto antibac-
teriano. Los tres tipos de ensayos se complementan
para cumplir con el principio de las tres R que exige la
ciencia biomédica: (i) reducir el nimero de animales en
los estudios experimentales in vivo; (ii) refinar las
técnicas y metodologias in vivo e in vitro para obtener
resultados mas confiables vy (iii); reemplazar el modelo
in vivo tanto como sea posible (Fina et al. 2013).

Para el cumplimiento de las tres R, emerge el meta-
analisis como una herramienta de resumen de multiples
estudios relacionados con un tema especifico, operan-
do como nexo entre la produccién y difusion del cono-
cimiento (publicaciones) y la aplicabilidad de estos
conocimientos (Gimenez, 2012). El meta-analisis
permite: (i) evaluar la informaciéon reportada por otros
investigadores y utilizarla en un estudio de inves-
tigacion farmacoldgica; (ii) evitar la realizacion estudios
in vivo e in vitro ya hechos; (iii) reducir el nimero de
animales experimentales en un ensayo in vivo y (iiii)
maximizar el empleo de los recursos disponibles. En
base a lo expuesto, es evidente que la problematica de
la diarrea neonatal en cabras de joven edad de etiologia
bacteriana (colibacilosis) no es simple y abarca aspectos
académicos, farmacoldgicos, productivos y sociales. Por
lo tanto, el objetivo de este trabajo fue: (i) estudiar in
vitro la actividad de MFX sobre E. coli determinando la
CIM y la CPM de la cepa bacteriana en estudio; (ii) estu-
diar in vivo la cinética de disposicion plasmatica de MFX
en cabras de tres semanas de edad y (iii) estimar in
silico por integraciéon PK/PD la dosis éptima de MFX en
cabras de tres semanas de edad para el tratamiento de
infecciones gastrointestinales asociadas a E. coli y evitar
la emergencia de resistencia bacteriana.

Materiales y métodos

Para la realizacidn de los ensayos in vitro se utilizé un
estandar de MFX con un 99,7% de pureza propor-
cionado por Laboratorio Allignani Hnos. SRL. Al no
disponer en Argentina de una especialidad farma-
céutica inyectable de MFX para uso en grandes anima-
les, el estudio farmacocinético se realizé utilizando una
solucién inyectable experimental al 10% p/v fabricada
por Laboratorio Allignani Hnos. SRL. Como bacteria se
utilizé la cepa estandarizada de E. coli (ATCC 25922)
como testigo de la sensibilidad de las cepas autdctonas
a MFX y por carecer esta de mecanismos de resistencia
(EMA, 2016).
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Se trabajé con dos tipos de indculos bacterianos: (i)
inéculos de densidad estandar e (ii) indculos de densi-
dad elevada. Los indculos de densidad estandar se
prepararon a partir de colonias de E. coli (ATCC 25922)
incubadas durante 24 h sobre placas de agar Mac-
Conkey. Posteriormente los microorganismos fueron
suspendidos en solucién isotdnica estéril hasta lograr
una concentracion final aproximada de 5 x 10° unidades
formadoras de colonia/mL (ufc/mL) (Garcia Rodriguez
et al. 2001). Los indculos de densidad elevada se
construyeron segun el procedimiento descripto por
Blondeau (2009), logrando una concentracion final > 1 x
10" ufc/mL. La concentracion final de los indculos de
densidad estdndar y elevada fue corroborada por re-
cuento de ufc/placa.

El valor de la CIM de MFX sobre E. coli (ATCC 25922) se
determiné mediante el test de macrodilucién en tubo
en caldo Mueller Hinton sobre indéculos de concen-
tracidn estandar (CLSI, 2008), dentro de un intervalo de
concentraciones comprendido entre 0,0078 y 1 ug/mLy
se estimo como la menor concentracion de MFX que
inhibid el crecimiento visible de bacterias. De los tubos
en los que no se observé desarrollo bacteriano visible
se tomaron alicuotas de 100 pL que se extendieron
sobre placas de agar MacConkey y que se incubaron a
35°C durante 24 h, luego de lo cual se procedié al
conteo de las ufc/placa. La concentracidn bactericida
minima (CBM) y la concentracion de erradicacion
bacteriana minima (CEBM) se determinaron como las
concentraciones de MFX que lograron una reduccion
del 99,90% y 99,99% del conteo bacteriano inicial
respectivamente (Patricelli et al. 2017).

Las curvas de crecimiento y muerte bacteriana se
realizaron en caldo Mueller Hinton sobre 8 indculos de
densidad estdndar. El primero fue utilizado como
testigo del crecimiento de E. coli (ATCC 25922) en
ausencia de MFX. Los indculos restantes fueron enfren-
tados a concentraciones de MFX equivalentes a 0,25 -
0,5-1-2-4-8y32xCIM. Todos los inéculos fueron
incubados a 35°C durante 24 h, extrayendo de los
mismos alicuotas de 100 pLalas0-1-2-35-10y
24h.

Con cada una de esas alicuotas se realizaron diluciones
seriadas en solucion fisioldgica estéril y 100 pL de cada
dilucién final fueron extendidos sobre la superficie de
placas de agar MacConkey, las que se incubaron en
estufa a 35°C durante 24 h, luego de lo cual se procedio
al conteo de las ufc/placa (Blondeau, 2009). El nimero
de las ufc/mL de cada tiempo de muestreo se deter-
miné multiplicando el nimero de ufc/placa por el factor
derivado de las diluciones de cada muestra, siendo el
limite de deteccidn de 10 ufc/mL.

A fin de facilitar la representacion gréfica y la inter-
pretacion de las curvas de crecimiento y muerte, el
conteo bacteriano en cada tiempo de muestro se ex-
presé como log;, ufc/mL.



Para evaluar la actividad de las concentraciones de MFX
sobre E. coli (ATCC 25922), se utilizaron tres criterios de
eficacia: (i) actividad bacteriostatica; (ii) actividad bac-
tericida y (iii) actividad de erradicaciéon bacteriana
(Sidhu et al. 2010).

(i) La actividad bacteriostatica fue definida como la
ausencia de eficacia, es decir cuando la diferencia
entre el log,, del conteo bacteriano a las 24 h (log;,
N.,4) y el log;, del conteo bacteriano inicial (logqoNo)
fue cero (logygNys- logio Ng = 0).

La actividad bactericida fue definida como una re-
duccidn igual o mayor a 3 log,, respecto del valor
del log;oNg (logqg Nas - logig Ng = -3). Este valor co-
rresponde a una reduccion del 99,9% del nimero
inicial de bacterias viables y se correlaciona con una
reduccion de la carga bacteriana suficiente para
lograr la remisidn del cuadro clinico.

(ii

=

(iii) La actividad de erradicacion bacteriana fue definida
como una reduccién igual o mayor a 4 logy, res-
pecto del valor de log;y Ng (logig Ny4 - logig N 2 -4).
Este valor corresponde a una reduccion del 99,99%
del nimero de inicial bacterias viables y se corre-
laciona con una reduccion de carga bacteriana
suficiente para permitir la erradicacion de las
mismas por accion de la respuesta inmune del
hospedador, lo que equivaldria a la cura bacte-
rioldgica.

La eficacia in vitro de concentraciones crecientes de
MFX sobre E. coli (ATCC 25922) expresada como log;q
N4 - logio No, fue ajustada con el modelo sigmoideo de
respuesta maxima o de Hill (Goutelle et al. 2008) que se
presenta en la ecuacién 1.

Emax -C*
E=E+ ez
O CEgG +c*

Ecuacion 1

Donde E es el efecto de una concentracidon determinada
de MFX expresado como la diferencia entre log;g Nys -
logqg No, Eg s el logqg Ng, Emax €5 el efecto maximo esti-
mado, CEsjyes la concentracion de MFX que logra el 50%
de E..c ¥ @ es el coeficiente de sigmoidicidad. El ajuste
de los datos experimentales se realizd por regresion no
lineal ponderada de minimos cuadrados con el software
ADAPT Il (BMSR, University of Southern California). Las
concentraciones estimadas de MFX necesarias para
obtener los siguientes efectos; 0 (bacteriostdtico o
CIM), -3 logyo (bactericida o CBM) y -4 log,, (erradica-
cién bacteriana o CEMB) se calcularon a partir de los
pardmetros estimados por el modelo sigmoideo de
respuesta maxima, reordenando la ecuacion 1 tal como
se presenta a continuacién en la ecuacion 2.

1
_[(E - Ey).CES ™
" |Epay +Eo—E

Ecuacion 2
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Donde C es la concentracion de MFX necesaria para
obtener un efecto antibacteriano determinado. El resto
de los simbolos fueron explicados al pie de la ecuacion
1. La determinacion de la CPM de MFX sobre E. coli
(ATCC 25922) se realizé segun el procedimiento de inhi-
bicion de desarrollo en placa descripto por Blondeau
(2009). Brevemente, se prepararon placas de agar
MacConkey conteniendo concentraciones de MFX
equivalentesa0-1-4-14-24-34-44-54y 64 x CIM.
Cada serie de concentraciones se prepard por cuadru-
plicado. Sobre la superficie de cada una de las placas se
extendieron 100 pL de un indéculo de densidad elevada
(>1x 10" ufc/mL). Todas las placas se incubaron a 35°C
durante 48 h. La CPM se determind como la mayor con-
centracion de MFX que inhibid el desarrollo de colonias
bacterianas sobre la superficie de las placas de agar.

El estudio farmacocinético de MFX fue realizado en las
instalaciones de la Unidad Académico Productiva de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNL, contando
con la aprobacién del Comité de Etica Institucional (CEI)
de la misma unidad académica. Se utilizaron seis cabras
de raza Boer de tres semanas de edad (3 machos y 3
hembras), sanas y con pesos comprendidos entre 7,5 y
7,85 kg a las que se les administrd por via SC en la
region de la tabla del cuello una dosis de 2 mg/kg de la
formulacion experimental de MFX al 10% p/v.

A cada animal se le realizaron extracciones de sangre de
la vena yugular, antes (tiempo 0) y a los siguientes tiem-
pos posadministracion: 30 miny 1-15-3-5-8-11y
24 h, colectando las muestras de sangre en tubos de
polipropileno heparinizados. Posteriormente las mues-
tras de sangre fueron centrifugadas a 1300g durante 10
min a 4°C y el plasma sobrenadante se distribuyé en
crioviales que fueron almacenados a -20°C hasta su
posterior analisis.

La cuantificacion de MFX se realizé mediante el método
microbioldgico en placa descripto por Tohamy y El-
Gendy (2013), utilizando E. coli (ATCC 25922) como
microorganismo test. Brevemente, a partir de un cultivo
de E. coli (ATCC 25922) de 24 h se realizé6 una sus-
pensién bacteriana en solucidn fisiolégica con una
densidad aproximada de 1,5 x 10® ufc/mL. Posterior-
mente se agregd 0,1 mL de la suspension bacteriana
cada 100 mL de Agar Antibidtico n° 1 a 45-55 °C. Vein-
ticinco mL de agar inoculado se vertieron en placas de
petri de 90 mm de diametro logrando un espesor de 6
mm. Sobre la superficie de las placas se depositaron en
disposicidn radial seis cilindros de acero inoxidable de 8
mm de didmetro por 8 mm de altura. Las curvas de cali-
bracion se construyeron con plasma de cabras de tres
semanas de vida libre de antibiotico, enriqueciendo el
mismo con el estandar de MFX hasta lograr concen-
traciones de 0,0156 - 0,0625 - 0,25 - 0,75 y 2 pg/mL. Los
cilindros fueron llenados con 100 pL de las muestras de
plasma test o el plasma enriquecido con el estandar de
MFX. Las placas fueron incubadas a 35°C durante 24 hy
se midieron los didmetros de la zona de inhibicién. Las
concentraciones de MFX en las muestras de plasma test



fueron calculadas a partir de las curvas de calibracion.
La grafica semilogaritmica de los didametros de inhibi-
cién en funcién de las concentraciones del estandar de
MFX mostré linealidad entre las concentraciones com-
prendidas entre 0,0156 y 2 pug/mL, siendo el coeficiente
de correlacion de Pearson de 0,9992. El limite de cuan-
tificacion de MFX fue fijado en 0,0156 pug/mL vy el valor
del coeficiente de variacién estimado para la concen-
traciones bajas (0,0156 pg/mL), medias (0,25 pg/mL) y
altas (0,2 pg/mL) fue de 3,2%, 4,1% y 4,5% res-
pectivamente.

El andlisis farmacocinético de los seis perfiles de con-
centracion plasmatica de MFX se realizé mediante el
método no compartimental, utilizando el programa
informatico PKSolver (Zhang et al. 2010). El perfil de
concentraciones plasmaticas promedio se analizd con
un modelo de un compartimiento con absorcién y
eliminacidn de orden uno, donde los datos de concen-
tracidn plasmadtica fueron ajustados mediante regresion
no lineal ponderada de minimos cuadrados. El modelo
farmacocinético mono compartimental se describe con
la ecuacidn propuesta por Bateman (1910) que se pre-
senta a continuacion.

C = D.F.k,
P Vd'(ka_ke)

ket _ kgt

—e
Ecuacion 3

Donde C, es la concentracién plasmdtica a un tiempo
determinado; D es la dosis, V4 es el volumen de dis-
tribucion aparente, F es la fraccion biodisponible, k,y ke
son las constantes de primer orden aparente de absor-
cién y eliminacion respectivamente y t es el tiempo. Sin
embargo al no disponer del valor de F, la ecuacion fue
reordenada tal como se presenta en la ecuacién 4.

—kgt

c D-k, ot

= .
P Vd/F'(ka_ke)

—e

Ecuacion 4

Donde V4/F es el volumen de distribuciéon aparente
sobre la fraccidn biodisponible. El resto de los simbolos
ya fueron explicados. Al no haberse realizado la admi-
nistracion intravascular de MFX, no se pudo estimar el
valor real de F, por lo que se utilizé la herramienta del
meta-andlisis para calcular la fracciéon biodisponible
tedrica (F,) a partir del valor de un aclaramiento cor-
poral histérico (CL,,) de MFX (97 mL.kg.h) estimado por
Waxman (2004) en cabras de tres semanas de vida
utilizando la ecuacion 5.

CLy

F,=—*
YT CL/F

Ecuacion 5

Donde CL/F corresponde a los valores de aclaramiento
corporal (CL), estimados con andlisis no compartimental
de los perfiles plasmaticos obtenidos tras la administra-
cién extravascular segun la siguiente ecuacion:
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CL D

F ~ ABC,,

Ecuacién 6

Donde ABC,, es el area bajo la curva obtenida tras la
administracion extravascular. El resto de los simbolos
de las ecuaciones 5 y 6 ya fueron explicados. Los indices
PK/PD utilizados para evaluar la eficacia de MFX sobre
E. coli (ATCC 25922) fueron: tiempo de concentraciones
por encima de la CIM (t>CIM); tiempo de concentra-
ciones por encima de la CIM expresado como % del
intervalo entre dosis (1) (f t>CIM); tiempo de concen-
traciones por encima de la CPM (t>CPM); tiempo de
concentraciones por encima de la CPM expresado como
% de T (f t>CPM); relacién entre la concentracién maxi-
ma y la CIM (C,,a/CIM); relacién entre la concentracién
maxima y la CPM (C,.x/CPM); relacion entre el ABCy la
CIM (ABC / CIM) y relacion entre el ABC y la CPM (ABC /
CPM). En este estudio se utilizé el valor del ABC extra-
polada al infinito (ABCy...) y no el clasico valor de ABC,.
,a porque en un esquema de tratamiento de adminis-
tracion diaria, ambos parametros presentan idénticos
valores (Toutain et al. 2007).

Los valores de corte de cada indice fueron: f t>CIM >60-
70%; f t>CPM (aun sin valor reportado); C../CIM >8-
10; Crax/CPM (aun sin valor reportado); ABC/CIM > 125
h (Canut Blasco et al. 2015) y ABC/CPM > 22 h (Olofsson
et al. 2006).

La estimacidn de la dosis de MFX capaz de proteger al
95% de una poblacion de cabras se estim¢ integrando la
variabilidad de los parametros farmacocinéticos y la
sensibilidad de la cepa bacteriana en estudio a un
modelo farmacocinético de administracidn extravas-
cular. Brevemente; partir de la inspeccién del modelo
presentado en la ecuacién 3, inferimos que la mayor
fuente de variabilidad de la respuesta farmacocinética
de MFX es debida a la varianza de los valores de Vy/F y
ke. Amparandonos en el teorema del limite central,
asumimos que los valores de estos parametros dentro
de una poblacidon presentan distribucion normal (Le
Cam, 1986), por lo que para Vy/F y k. se estimaron el
limite inferior (L) y el limite superior (Ls) del intervalo
de tolerancia al 95% con un intervalo de confianza del
95% segun se describe a continuacion:

L[ =H- A-s
Ly=H+ A-s Ecuacién 7
1= tl—a,n—l -6
- 2
\/% Ecuacién 8
— . 2
&= Zq \/% Ecuacién 9

Donde H es el valor promedio, t;.,; es el valor critico
de la distribucién de t de student, Z, es el valor critico
de la distribucion de Z y n es el tamafio de la muestra.
Los demas simbolos ya fueron explicados.



El desvio estandar de los valores de V4/F y k. estimados
con el modelo de un compartimiento se calculé en
funcién de los coeficientes de variacion de estos para-
metros obtenidos tras el analisis no compartimental.
Los valores estimados de los L, y Ls de V4/F y k, se
organizaron en cuatro combinaciones posibles, tal
como se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Combinaciones posibles de los valores promedio (H) y
de los limites inferior (L) y superior (Ls) de los intervalos de
tolerancia al 95% de V4/F y ke. V4/F es el volumen de
distribucion sobre la fraccion biodisponible y ke es la constante
de eliminacidon de primer orden aparente.

Combinaciones

Parametros

farmacocinéticos Valores promedio

ke H L L L L

Va/F H s L L L

La dosis de MFX se estimd con la ecuacidn 10.

Dosi A-E-CL
OSlS = —(———
fu'F

Ecuacién 10

Donde A es el pardmetro farmacodinamico de actividad
antibacteriana (CIM o CPM), E es el valor o punto de
corte del indice de eficacia PK/PD; 125 h para ABC/CIM
0 22 h para ABC/CPM, f, es la fraccidn libre en plasmay
F es la fraccion biodisponible. Dado que en este trabajo
no se estimo el valor real de F, asumimos para este pa-
rametro un valor mas o menos constante, por lo que la
ecuacién 10 fue modificada eliminando el valor de F
como divisor e incorporandolo al valor del CL, que esti-
mado tras una administracién extravascular es igual a
CL/F, por lo que las dosis de MFX para lograr valores de
ABC/CIM 2125 h y de ABC/CPM 222 h con las cuatro
combinaciones de los L, y Ls de Vy4/F y k. se estimaron
con las ecuaciones 11y 12.

. CIM-125-CL/F
Dosis = ———

fu Ecuacion 11
. CPM-22-CL/F
Dosis = fi
v Ecuacién 12

Donde el valor del CL/F para cada simulacion fue
calculado con la ecuacién 13.

CL/F =k, -V, /F

Ecuacion 13

Donde los valores de k. y V4/F corresponden a los va-
lores estimados de los L, Ls y promedio de cada para-
metro, 125y 22 corresponden a los valores de punto de
corte para evaluar la eficacia de MFX para garantizar la
cura bacterioldgica y para prevenir la emergencia de
cepas resistentes respectivamente y f, es la fraccién no
unida a proteinas plasmaticas o fraccion libre. Las dro-
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gas con bajo porcentaje de unidon a proteinas
plasmaticas como MFX (<30%), presentan una cinética
de unién a proteinas de tipo lineal (Mehvar, 2005)
donde ante una disminucién de la concentracion de la
forma libre, el equilibrio entre la forma libre y la forma
unida es un proceso que resulta en una constante e
instan-tanea concentracion de farmaco en forma libre
(Li et al. 2015). Asi las concentraciones totales en
plasma de este tipo de drogas pueden considerarse
como farma-colégicamente activas y se puede asumir
para la f, de MFX un valor de 1 (Lei et al. 2017).

El ajuste de las concentraciones plasmaticas promedio y
la simulacion de los cuatro perfiles de concentraciéon
plasmatica resultantes de las combinaciones de k. y
Vy4/F de MFX fueron realizados con el software ADAPT Il
(BMSR, University of Southern California). Seguida-
mente, para cada perfil simulado se estimaron los para-
metros farmacocinéticos fundamentales para realizar el
calculo de los indices PK/PD con los valores de CIM y
CPM

Resultados

El valor de CIM de MFX para E. coli (ATCC 25922) esti-
mado con el método de macrodilucién en tubo fue de
0,0312 pug/mL que estd comprendido en el intervalo de
valores de la CIM de cepas autdctonas sensibles (0,015
pg/mLy 0,03 pg/mL) reportados por Wetzstein, (2005).
Los valores de CBM y CEBM estimados con el mismo
método no presentaron diferencias, siendo de 0,0624
ug/mL, mientras que el valor de la CPM de MFX sobre E.
coli (ATCC 25922) fue estimada en 0,1 pg/mL.

Las curvas de crecimiento y muerte de E. coli (ATCC
25922) enfrentada a concentraciones crecientes de
MFX se presentan en la Figura 1a. El ajuste del log;, del
numero de bacterias sobrevivientes luego de una expo-
sicion de 24 h a concentraciones crecientes de MFX se
presenta en la Figura 1b y los parametros estimados
con el modelo sigmoideo de respuesta maxima se
presentan en la Tabla 2.

Las concentraciones estimadas de MFX asociadas a los
efectos bacteriostatico (CIM), bactericida (CBM) vy
erradicacion bacteriana (CEBM) estimadas con el
modelo sigmoideo de respuesta maxima se presentan
en la Tabla 3.

A los fines de evaluar la respuesta poblacional de la
actividad de MFX sobre E. coli (ATCC 25922), para la
evaluacién PK/PD y el célculo de la dosis se utilizo el
valor de la CIM estimada por el método de macro-
dilucién (0,0312 pg/mL). Por el contrario, como el valor
de la CPM obtenida en este ensayo fue bajo (0,1
pg/mL), este fue reemplazado por el valor histérico de
0,5 ug/mL para cepas autdctonas de E. coli. reportado
por Wetzstein, (2005).
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Figura 1. (A) Curvas de muerte de E. coli (ATCC 25922)
expuesta a concentraciones crecientes de marbofloxacina; (B)
ajuste del logyo del conteo de bacterias sobrevivientes tras 24 h
de exposicion con el modelo sigmoideo de respuesta maxima o
de Hill. Las lineas de puntos horizontales indican la reduccién
de bacterias viables compatibles con: (a) actividad
bacteriostatica; (b) actividad bactericida y (c) actividad de
erradicacidn bacteriana.

Tabla 2. Pardmetros farmacodindmicos estimados por el ajuste
del logy del conteo de bacterias sobrevivientes de E. coli (ATCC
25922) tras 24 h de exposicion a marbofloxacina con el modelo
sigmoideo de respuesta maxima o de Hill. E, es el efecto o
respuesta de base, Enax €5 el efecto o respuesta maxima, Cso s
la concentracion de MFX que logra el 50% de En.x y a es el
coeficiente de sigmoidicidad.

Parametros de ajuste |

Eo (logyo ufc/mL) 3,850
Emax (reduccién logso ufc/mL) -9,002
Cso (Hg/mL) 0,021
a 2,580

Tabla 3. Valores de las concentraciones de marbofloxacina
para obtener el efecto bacteriostatico, bactericida y de
erradicacidn bacteriana sobre E. coli ATCC (25922). Los valores
fueron calculados a partir de los pardmetros farmacodinamicos
estimados con el modelo de respuesta maxima o de Hill. CIM
es la concentracion inhibitoria minima; CBM es la concen-
tracion bactericida minima y CEBM es la concentracidon de
erradicacion bactericida minima.

(ng/mL) |

Actividad Reduccion

logo ufc/mL

Parametros
equivalentes

Bacteriostatica CIM 0 0,018
Bactericida CBM -3 0,032
Erradicacién CEBM -4 0,043
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La evolucion temporal de las concentraciones plas-
maticas de MFX obtenidas tras su administracién por
via SC a la dosis de 2 mg/kg en cabras de tres semanas
de vida se presentan en la Figura 2a y las concentra-
ciones estimadas de MFX obtenidas por el ajuste de los
datos experimentales con el modelo de un compar-
timiento con absorcidn y eliminacidon de orden uno se
presentan en la Figura 2b.
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Figura 2. (A) Perfil de concentracion plasmaética de

marbofloxacina tras su administracién subcutanea a cabras de
tres semanas de edad a la dosis de 2 mg/kg. Los valores se
hallan expresados como promedio y desvio estandar; (B)
Concentraciones plasmaticas promedio de marbofloxacina
(valores observados y valores estimados con un modelo de un
compartimiento). Las lineas de puntos horizontales (a) y (b)
indican la concentracion inhibitoria minima estimada en este
ensayo (0,0312 pg/mL) y la concentracion preventiva de
mutantes histérica (0,5 pg/mL) reportada por Wetzstein
(2005).

Los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos
de MFX tras su administracién SC a la dosis de 2 mg/kg
en cabras de tres semanas de vida estimados con ana-
lisis no compartimental y compartimental se presentan
en la Tabla 4. La dosis estimadas de MFX para obtener
una relacién ABC/CIM 2125 h y ABC/CPM 222 h para las
cinco combinaciones posibles de los LI y LS de Vd/F y ke
fueron de 1,127 mg/kg y 3,179 mg/kg respectivamente.
Los pardmetros farmacocinéticos simulados para la
dosis de 1,127 mg/kg se presentan en la Tabla 5. Los
parametros farmacocinéticos simulados para la dosis de
3,179 mg/kg se presentan en la Tabla 6.

Los perfiles plasmaticos simulados de MFX tras la admi-
nistracion de una dosis de 3,179 mg/kg utilizando las
cuatro combinaciones posibles de L, y Ls de V4/F y ke



permitieron delimitar un area de probabilidad de ocu-
rrencia de los perfiles de concentracidén plasmatica del
95% de una poblacién de cabras de tres semanas de
vida. El perfil maximo se obtuvo con los valores de los
L, de V4/F y k., mientras que el perfil minimo se obtuvo
con los valores de los L de V4/F y k,, tal como se pre-
senta en la Figura 3.

Tabla 4. Pardmetros farmacocinéticos y farmacodinamicos de
marbofloxacina tras su administracién subcutdnea (SC) a la
dosis de 2 mg/kg en cabras de tres semanas de vida, estimados
mediante andlisis no compartimental y con un modelo de un
compartimiento con absorcidn y eliminacién de orden uno. Los
parametros estimados con el método no compartimental se
presentan como valores promedio (n = 6), desvio estandar (DE)
y coeficiente de variacion (CV). Los pardmetros estimados con
andlisis compartimental corresponden al Unico perfil estimado
de concentraciones plasmaticas promedio. El valor de CIM de
E. coli (ATCC 25922) considerado fué 0,0312 pg/mLy para la
CPM se considerd el valor histérico de 0,5 pug/mL de cepas
autdctonas reportado por Wetzstein (2005).

Parametros Método de analisis

farmacocinéticos

No compartimental Compartimental

Promedio SD CV (%) Estimados

ka (h) = = 0,48
t1/2a (h) - - 1,45
ke (™) 0,122 0,020 16,39 0,119
t1/2e (h) 5,83 1,10 18,92 5,81
tmax (h) 6 1,54 25,67 4
Crnax (HE/ML) 1,14 0,12 10,58 1,09
Vy/F (mL/kg) 1165,7 2365 20,28 1152,7
CL/F (mL.kg.h) 138,9 14,9 10,72 137,5
F, 0,72 0,071 0,099 0,70
ABCy.. (ng-h/mL) 14,5 1,44 10,73 14,5
ABC/CIM (h) 465,6 460 9,88 466,1
ABC/CPM (h) 29,1 2,87 9,88 29,1
Crnax/CIM 36,6 3,87 10,58 35,0
t>CIM (h) 26,2 098 3,76 31
F>CIM (%) 109,0 4,10 3,76 129,2
Crnax/ CPM 2,28 0,24 10,58 2,19
t>CPM (h) 10,6 1,03 9,75 12,5
ft>CPM (%) 44,1 430 9,75 52,1

k, vy ke son las constantes de primer orden aparente de absorcién y eliminacion
respectivamente; t1/5, Y ti/. Son las semividas de absorcion y eliminacién de primer
orden, C.x €s la maxima concentracion plasmatica y Ty, €s el tiempo al cual ocurre
Crax Vo/F es el volumen de distribucion aparente sobre la fraccién biodisponible;
CL/F es el aclaramiento corporal sobre la fraccién biodisponible; F, es la fraccion
biodisponible tedrica; ABCy... es el drea bajo la curva de concentracion plasmatica
extrapolada al infinito; ABC/CIM y ABC/CPM son la relacién entre el ABC y la
concentracién inhibitoria minima y la concentracion preventiva de mutantes
respectivamente; Cna,/CIM y Cray/CPM son indices de eficacia para antibidticos con
actividad dependiente de la concentracion; t>CIM y f t>CIM son la permanencia de
concentraciones plasmaticas mayores a la CIM expresadas como tiempo y como
fraccion del intervalo de dosificacion de 24 h respectivamente; t>CPM y f t>CPM
son la permanencia de concentraciones plasmaticas mayores a la CPM expresadas
como tiempo y como fraccidn del intervalo de dosificacion respectivamente.

Discusion

Una antibioterapia éptima se basa en la seleccion del
antimicrobiano y la dosis que consiguen los mejores
resultados clinicos con los minimos efectos adversos
para el paciente y el minimo impacto en el desarrollo de
resistencia, de manera que la idoneidad de un trata-
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miento antibidtico no solo estd condicionada por la
adecuada seleccién del antibidtico en base a la bacteria
aislada y su sensibilidad, sino que también va a
depender del régimen de dosificacion seleccionado.

Los cabritos durante sus primeras semanas de vida
pueden ser considerados pacientes criticos, los que en
la terapéutica antibidtica merecen una consideracion
especial, ya que en esta poblacion se dan las situaciones
de mayor riesgo, tanto de fracaso terapéutico como de
seleccién de resistencias. Aunque las FQs en general
son efectivas para el tratamiento de infecciones gastro-
intestinales en rumiantes causadas por E. coli, este
grupo de antimicrobianos es considerado de segunda
eleccidon y su uso debe reservarse cuando ya se ha
detectado resistencia a otros antibidticos como los
betalactamicos, la tetraciclina y la asociacion sulfo-
namidas trimetoprina.

Para garantizar una eficacia éptima y reducir la selec-
cion de resistencia, los regimenes de dosificacion de las
FQs deben determinarse cuidadosamente sobre la base
de sus propiedades PKy PD. El estudio PK-PD de MFX y
la estimacidn de una dosis para tratar infecciones aso-
ciadas a E. coli y proteger al 95% de cabritos de tres
semanas de vida, obedece a la necesidad de evitar el
uso empirico de una dosis extrapolada de la especie
bovina y optimizar la posologia de MFX para evitar la
emergencia de resistencia.

En este estudio los resultados obtenidos en las curvas
de muerte bacteriana mostraron que MFX presenté un
perfil bactericida bifasico. Durante las primeras cinco
horas se observd una actividad concentracion depen-
diente, donde la velocidad de eliminacién bacteriana se
incrementd en forma proporcional al incremento de las
concentraciones. A partir de la quinta hora de actividad
se produjo un quiebre en la cinética bactericida y la
velocidad de eliminacion bacteriana se redujo en casi
todas las concentraciones mayores a 0,5 x CIM y a partir
de las 10 h la velocidad de eliminacidn de las bacterias
se tornd similar para todas las concentraciones y la
reduccién del numero de bacterias viables pasé a
depender del tiempo de exposicion a MFX (Figura 1a).
En cuanto a la eficacia, se observd que todas las
concentraciones de MFX = 2 x CIM fueron suficientes
para reducir el nimero de bacterias viables en un
99,99%, lo cual es equivalente a una actividad de
erradicacion bacteriana. Similares resultados fueron
reportados para ciprofloxacina y enrofloxacina sobre
cepas de E. coli (Siroski et al. 2015; Patricelli y col.,
2016; Patricelli y col., 2017; Gray et al. 2017). Estos
hallazgos concuerdan con la actividad codependiente
de la concentracion y el tiempo de exposicion reportada
para FQs (Blot et al. 2014).

La curva de muerte bacteriana (Figura 1a) muestra la
actividad mixta de MFX sobre E. coli (ATCC 25922), lo
que corrobora el empleo de un indice PK-PD que prio-
rice el tiempo de exposicién (ABC/CIM) a un elevado
pico de concentracidon por poco tiempo (Cpa./CIM). De
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todos modos, la rapida velocidad bactericida observada valor sobredimensionado de CIM estimado por este
a elevadas concentraciones, tendria su efecto favorable ultimo método.
al reemplazar la CIM por la CPM como parametro
farmacodinamico de referencia (ABC/CPM) para evitar Debido al bajo valor de CPM estimado para E. coli (ATCC
la emergencia de cepas resistentes. 25922), para estimar la dosis de MFX se optd por uti-
lizar el valor histérico de la CPM reportado por Wetz-
El coeficiente de Hill (a) estimado con el modelo stein (2005) de (0,5 pug/mL). El bajo valor observado de
sigmoideo de respuesta maxima presentd un valor >1 CPM de E. coli (ATCC 25922) puede deberse a dos fac-
(2,580), lo que se interpreta como una relacion tores: (i) baja velocidad de mutacién, ya que las muta-
concentracion-efecto de tipo todo o nada, donde a ciones espontaneas ocurren en el orden de 107 - 10™
partir de pequefios incrementos en las concentraciones por generacion durante la replicacion del ADN
de MFX se puede pasar de la ausencia de eficacia a la (Olofsson y Cars, 2007), lo que determina que para
eficacia maxima (Figura 1b). Este fenémeno explica por poder observar una cepa mutante se requieren pobla-
qué los valores de la CBM y la CEBM hallados con el ciones bacterianas de concentracion elevada del orden
método de macrodilucién en tubo fueron idénticos de 10° -10" ufc/mL (Blondeau, 2009), por lo que la
(0,0624 pg/mL) y equivalentes a 2 x CIM. Por el presencia de bacterias mutantes seria poco probable
contrario, el modelo sigmoideo permitié estimar las observar en la limitada carga bacteriana de un repique
concentraciones tedricas de CIM, CBM y CEBM, que y (ii) baja frecuencia de mutacién, debido a que en un
fueron menores a los valores estimados con el método repique bacteriano la ausencia de presidn de seleccién
de macrodilucién (Tabla 3). Sin embargo, en este por ausencia de antibidtico no favoreceria la ampli-
estudio como factor de seguridad se prefirié utilizar el ficacién de una la subpoblacidn resistente ya presente.

Tabla 5. Pardmetros farmacocinéticos y farmacodinamicos simulados de marbofloxacina tras la administracion SC de una dosis de 1,127
mg/kg. La dosis logré una relacion ABC/CIM 2125 h para las cuatro combinaciones posibles de Ly Ls de V4/F y ke. El valor de CIM de E. coli
(ATCC 25922) considerado fue de 0,0312 pg/mL. Ly Ls corresponden a los valores de los limites superior e inferior de los intervalos de
tolerancia al 95% de k. y V4/F respectivamente. El resto de los simbolos fueron explicados anteriormente.

Combinaciones

Parametros Promedio

A B c D

ks (h?) 0,477 0,477 0,477 0,477 0,477
ke () 0,119 0,072" 0,167 0,072" 0,167"
V4/F (mL/kg) 1152,7 1730,2" 575,1" 575,1" 1730,2"
CL/F (mL.kg.h) 137,5 123,8 96,1 41,1 289,1
tmax (h) 4,0 4,5 3,5 4,5 3,5
Crnax (1g/mL) 0,62 0,47 1,11 1,40 0,37
ABCo... (Mg.h/mL) 8,2 9,1 11,7 27,4 3,9
ABC/CIM (h) 262,8 291,9 376,1 878,3 125,0
Crnax/CIM 19,7 14,9 35,7 44,9 11,9
t>CIM (h) 24,0 24,0 24,0 24,0 11,9
Ft>CIM (%) 100,0 100,0 100,0 100,0 83,3

Tabla 6. Parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos simulados de marbofloxacina tras la administracién SC de una dosis de 3,179
mg/kg. La dosis logré una relacion ABC/CPM 222 h para las cuatro combinaciones posibles de Ly Ls de V4/F y k.. El valor de la CPM de E.
coli considerado fué el valor histérico de 0,5 ug/mL estimado para cepas autdctonas reportado por Wetzstein (2005). L y Ls
corresponden a los valores de los limites superior e inferior de los intervalos de tolerancia al 95% de ke y Vg4/F respectivamente. El resto
de los simbolos fueron explicados anteriormente.

Parametros Promedio Combinaciones

ks (h?) 0,477 0,477 0,477 0,477 0,477
ke () 0,119 0,072" 0,167 0,072" 0,167
V4/F (mL/kg) 1152,7 1730,2" 575,14 575,14 1730,2"
CL/F (mL.kg.h) 137,5 123,8 96,1 41,1 289,1
tmax (h) 4,0 4,5 3,5 4,5 35
Crnax (ng/mL) 1,74 1,31 3,14 3,95 1,04
ABCo... (ng.h/mL) 23,1 25,7 33,1 77,3 11,0
ABC/CPM (h) 46,2 51,4 66,2 154,6 22,0
Crnax/CPM 3,47 2,63 6,28 7,91 2,09
t>CPM (h) 16,5 20,5 17 24 10
Ft>CPM (%) 68,8 85,4 70,8 100 41,7
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Figura 3. Gréfica del drea de probabilidad de ocurrencia de un
perfil de concentraciéon plasmatica de marbofloxacina en el
95% de una poblacidn de cabras de tres semanas de vida tras
la administracion subcutanea de una dosis de 3,179 mg/kg. El
drea de probabilidad sombreada en amarillo se halla
delimitada por un perfil de concentracion plasmatica maximo
que se obtuvo con los valores de L, de V4/F y ke, mientras que
el perfil minimo se obtuvo con los valores de Ls de V4/F y ke. La
linea de puntos horizontal (a) indica la concentracion
preventiva de mutantes histérica (0,5 ug/mL) reportada por
Wetzstein (2005).

El elevado valor de la CPM para cepas autdctonas de E.
coli reportado por Wetzstein (2005) podria ser expli-
cado por la amplificacién de subpoblaciones con menor
sensibilidad a MFX causada por una eventual presion de
seleccién provocada por exposicion previa de las mis-
mas al antibidtico.

La MFX se administré a cabras de tres semanas de vida
con la dosis extrapolada del bovino de 2 mg/kg por via
SC, con el objeto de estimar los parametros
farmacocinéticos basicos que sirvieran de referencia
para la estimacion in silico de la dosis de MFX. Se utilizo
la via SC, porque tratandose de animales productores
de carne, se procurd evaluar la performance de una via
de administracion parenteral alternativa a la
intramuscular a fin evitar dafar las masas musculares
de los animales.

Al no haberse realizado un estudio de farmacocinética
intravenosa (IV) de MFX, no se pudo obtener
informacién acerca del valor real de F, por lo que para
disponer de un valor aproximado de la misma, se
calculé la F; utilizando el valor del CL, reportado por
Waxman (2004) porque: (i) al estar ya estimado y
reportado, no se justificaba la duplicacion de un ensayo
con administracién 1V; (ii) el valor del CL reportado por
Waxman (2004) fue estimado con el método
trapezoidal y con una intensa frecuencia de muestreo,
por lo tanto su valor es robusto e inequivoco, (iii) para
contribuir al bienestar animal evitando la realizacion de
ensayos in vivo y (iv) siendo MFX un a ATB de segunda
elecciéon, una administracion |V para estimar un
parametro PK ya disponible en la literatura (CL) suponia
una nueva exposicion de las cepas de E. coli comensales
intestinales al ATB y un riesgo innecesario de selec-
cionar cepas con menor sensibilidad a MFX
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El valor estimado de F, de MFX calculado con la
ecuacién 4 (>0,7) proporciond solo una aproximada
informacidn acerca de F de la dosis utilizada en este
estudio (2 mg/kg). Sin embargo el valor estimado de F,
es cercano a los reportados para bovinos, ovinos vy
bufalos cuyos valores promedios fluctuaron entre 0,89 y
1,14 (Aliabadi y Lees, 2002; Ismail and El-Kattan, 2007;
Sidhu et al. 2010).

La ausencia de un valor real de F, planted una limitacién
al momento de ajustar los datos experimentales con la
ecuacion de Bateman (Ecuacién 3), ya que no se pudo
utilizar el valor de la dosis corregido por el valor de F
(Dosis x F), por lo tanto la ecuacion se modificd para
eliminar de la misma el valor de F (Ecuacion 4),
quedando implicitamente incorporado a la misma en el
valor estimado de V4 como Vy/F. Al calcular mediante
regresion no lineal ponderada de minimos cuadrados
los valores estimados de concentracion plasmatica de
MFX (Figura 2B), el modelo eliminé la variabilidad
interindividual de los datos experimentales simulando
el mejor perfil promedio estimado de MFX en cabras de
tres semanas de vida (Figura 2B).

A partir de los resultados obtenidos en el analisis no
compartimental (Tabla 4), se puede observar que la
administracion de una dosis de 2 mg/kg de MFX en
cabras de tres semanas de vida (n = 6) origind perfiles
de concentracion plasmatica que permitieron estimar
valores de ABC/CIM >125 h (465,6 + 46 h) y de
ABC/CPM >22 h (29,1 £ 2,87 h), que permitirian inferir a
priori que la dosis extrapolada del bovino de 2 mg/kg
seria adecuada para garantizar la remisidén clinica y
prevenir la emergencia de cepas resistentes de E. coli.

Sin embargo, aunque la dosis estimada de MFX a partir
de una muestra constituida por seis individuos pueda
aparentar ser satisfactoria, es improbable que la misma
sea 6ptima a nivel poblacional, ya que la variabilidad
interanimal de exposicion de la bacteria al antibidtico es
el principal factor que favorece la emergencia de resis-
tencia. De esta manera cuando se considera la variabi-
lidad de los parametros farmacocinéticos en estudio (k.
y V4/F) se pueden estimar los indices PK-PD no solo del
promedio, sino de todos los individuos de una pobla-
cién. De esta manera la combinacion de los valores de
los parametros PK permite expandir la informacion
obtenida a partir de una muestra, permitiendo ver
todos los resultados posibles de observarse en una
poblacién. Basicamente consiste en un procedimiento
que combina la sensibilidad de agente patdgeno
expresada como indices de eficacia (ABC/CIM o
ABC/CPM), un modelo farmacocinético determinado y
la variabilidad de la exposicion del agente anti-
microbiano, la que resulta de la distribuciéon de los
pardmetros PK (k. y V4/F) incorporados al modelo
seleccionado.

Asi el estudio de simulacién nos permitié calcular las
dosis con las cuales los individuos de una poblacién de
cabras lograrian los perfiles plasmaticos maximos y mi-



nimos con los que se esperaria alcanzar los indices de
eficacia para MFX como ABC/CIM 2125 y ABC/CPM >22
h en el 95% de una poblacién de cabras de tres sema-
nas de vida.

El estudio de simulacion de perfiles plasmaticos incor-
porando al modelo de un compartimiento las cuatro
posibles combinaciones de L, y Ls de V4/F y ke, permitié
inferir que una dosis de 1127,4 pg/kg (1,127 mg/kg)
permitiria obtener valores de ABC/CIM 2125 h (125 h -
878,3 h) que serian compatibles con la remisién clinica
y la cura bacterioldgica en el 95% de una poblacién de
cabras de tres semanas de vida.

Considerando el esquema terapéutico propuesto para
MFX de una dosis diaria cada 24 h durante 3-5 dias, el
tiempo de exposicidon evaluado por f t>CIM en los per-
files simulados con esta dosis fue >83,3% (83,3 % -100
%) del intervalo entre dosis (t = 24 h), lo cual supera el
limite de corte propuesto de 60-70% para éste indice
PK/PD. Por otra parte al ser MFX un ATB con actividad
dependiente de la concentracion, la relacién C,,,/CIM
mostréd que esta dosis logré valores que fluctuaron
entre 11,9 y 49,9, los cuales son mayores al punto de
corte establecido para garantizar eficacia de 28-10
sobre E. coli.

Este resultado demuestra que la dosis de 2 mg/kg
extrapolada de la especie bovina seria adecuada para
garantizar la remision clinica y eventualmente la erra-
dicacién bacteriana en una poblacién de cabras de tres
semanas de vida. Al estar sobredimensionada, el exceso
de dosis actuaria como un factor de seguridad para
contrarrestar el efecto de variabilidades imprevistas
tanto en la farmacocinética de MFX como en la sen-
sibilidad de las cepas actuantes de E. coli.

Sin embargo el objetivo de este trabajo fue estimar una
dosis de MFX que ademas de lograr la remisién clinica
fuera a su vez capaz de evitar la emergencia de cepas
resistentes utilizando como referencia de la actividad
de MFX el indice ABC/CPM con un punto de corte de >
22 h (Olofsson et al. 2006). Las simulaciones realizadas
donde se incorporaron a la ecuacion de Bateman las
cuatro posibles combinaciones de los L, y Ls de Vy/F y ke,
mostraron que se necesita una dosis de 3179,9 ug/kg
(3,179 mg/kg) para lograr valores de ABC/CPM 222 h
(22,0 h — 154,6 h) capaces de prevenir la emergencia de
cepas resistentes de E. coli en el 95% de una poblacidn
de cabras de tres semanas de vida. A los fines practicos
de administracidn esta dosis puede ser incrementada a
3,5 mg/kg a modo de factor de seguridad para contra-
rrestar el efecto de variabilidades imprevistas en la
farmacocinética de MFX y en la presencia de bacterias
con menor sensibilidad a la MFX.

Con la dosis de 3,179 mg/kg, los valores estimados de
Crmax/CPM fluctuaron entre 2,09 y 7,91 mientras que los
valores de la relacién f t>CPM se hallaron dentro del
intervalo comprendido entre 41,7 y 100% (Tabla 6).
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Cabria recordar que los actuales regimenes posoldgicos
de las FQs se han disefiado considerando como objetivo
terapéutico solo la remision clinica y la erradicacion
bacteriana. Solo recientemente se ha prestado atencion
a la problematica de la seleccién de mutantes pre-
existentes o nuevas. AUn no se ha propuesto para
MFX — vy FQs en general — valores de corte para
Crmax/CPM y f t>CPM para evaluar la eficacia del tiempo
de exposicion de concentraciones iguales o superiores a
la CPM. Sin embargo en base a los resultados obtenidos
en este estudio, podemos asumir que si los valores
minimos estimados para C,,/CPM (2,09) y f t>CPM
(41,7%) resultaron de perfiles de concentraciéon
plasmatica que originaron valores de ABC/CPM = 22 h,
entonces estos podrian ser considerados como puntos
de corte de referencia aceptables para evaluar la
actividad de MFX en la prevencion de la emergencia de
cepas resistentes de E. coli.

Aunque MFX es un antibidtico de uso critico, eso no
implica que no se lo use, solo que se deberd emplear en
determinadas ocasiones, cuando epidemiologicamente
se justifique o por realizacién previa de antibiograma y
conocimiento de resistencias a otros antibiéticos. La
dosis de MFX estimada en este estudio a partir del
indice PK-PD de ABC/CPM 22 de 3,179 mg/kg garantiza
elevadas concentraciones para eliminar a las bacterias
sensibles, lo que sumado a la prolongada exposicién de
las bacterias evitaria la emergencia de cepas resistentes
o la amplificacion de la poblacion menos sensible ya
presente.

Segln los resultados obtenidos en este estudio, una
dosis de MFX de 3,179 mg/kg seria suficiente para
lograr en cabras de tres semanas de vida valores de
ABC/CPM comprendidos entre 22,0 — 154,6 h que
minimicen la emergencia de cepas resistentes de E. coli.
Sin embargo, a los fines de facilitar la dosificacion y
proponemos una dosis incrementada de 3,5 mg/kg para
que actie como factor de seguridad ante eventuales
variaciones imprevistas del comportamiento farmaco-
cinético y la sensibilidad de las cepas bacterianas
autdctonas.

Considerando que la correcta dosis de un antibidtico es
la clave para una correcta terapéutica, un detalle no
menor a la hora de garantizar una dosificacion éptima,
lo constituye la concentracion de la solucién inyectable
utilizada en este ensayo (10% p/v). El inconveniente de
esta, es que los volumenes a inyectar en animales con
un peso corporal menor a los 10 kg son muy bajos (0,15
a 0,156 mL), lo que representa una incomodidad y una
fuente de error que se puede superar con una solucion
al 1% que permitiria dosificar volumenes 10 veces
mayores, minimizando el error del operador.

La propuesta de estimar una dosis de MFX para el
tratamiento de las infecciones asociadas a E. coli en
cabras de tres semanas de edad persiguié un objetivo
mas alla del logro terapéutico, ya que con esta se buscd
(i) preservar la salud de las especies menores



productoras de alimento; (ii) evitar la emergencia de
cepas bacterianas resistentes, (iii) mejorar la calidad de
vida de la poblacién rural; (iii) fomentar el cuidado del
medio ambiente y por ultimo (iiii) lograr que los
investigadores actuen con responsabilidad social en la
asignacién y usos de los recursos publicos.
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