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RESUMEN

El significado clinico de la unién de los antibacterianos a las proteinas plasmaéticas es un fenémeno atn no bien definido. El objetivo de es-
te estudio fue valorar, mediante curvas de muerte bacteriana, el efecto en la actividad bactericida in vitro del cefditoren, a concentraciones
proximas a la Cmax, de una administracion de 400 mg, frente a tres cepas de Streptococcus pneumoniae (CMI de cefditoren de 0,12, 0,25
y 0,5 mg/l) en combinacién con albimina humana (4 g/dl) e ibuprofeno, a la concentracién maxima detectada después de la administracion
de 400 mg (32,3 mg/l) y de 10 veces la Cmax (323 mg/l). El cefditoren fue rapidamente bactericida (reduccién de 3 log,, UFC/ml del in6-
culo inicial) frente a todas las cepas empleadas a concentraciones de 4,2 mg/l, en medios de cultivo convencionales. En presencia de albu-
mina humana este efecto sélo se mantuvo sobre la cepa mas sensible (CMI = 0,12 mg/l), detectando recrecimientos mas o menos acusa-
dos con valores de CMI superiores. La presencia de ibuprofeno (32,3 mg/l) retrasé ligeramente la aparicién de recrecimientos, mientras que
el aumento de la concentracion a 10 veces la Cmax de ibuprofeno recuperé la actividad bactericida en todas las cepas. En conclusion, la ac-
tividad de un antibacteriano de elevada unién a las proteinas plasmaticas no deberia relacionarse exclusivamente con la fraccion libre tedri-
ca extrapolada desde las concentraciones plasmaéticas. El papel de los antagonistas de la unién a las proteinas merece ser analizado dado su
frecuente uso en procesos respiratorios, particularmente asociados con la administracion de cefalosporinas.
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Influence of the displacement of protein binding by ibuprofen
in the activity of a third-generation cephalosporin
against Streptococcus pneumoniae

SUMMARY

The clinical significance of protein binding remains to be fully elucidated. The aim of this study was to evaluate the effect in the in vitro
bactericidal activity of cefditoren through killing curves at Cmax concentrations against three Streptococcus pneumoniae strains (cefdito-
ren MICs of 0.12, 0.25 and 0.5 mg/l) with or without human albumin (4 g/dl) and ibuprofen at Cmax concentrations (32.3 mg/l) and 10
times the Cmax (323 mg/l). Cefditoren was rapidly bactericidal (3 log,, CFU/ml reduction) against the three strains at 4.2 mg/l concen-
tration in Mueller-Hinton broth plus 5% lysed horse blood. In presence of human albumin, this effect was maintained against the most
susceptible strain (MIC = 0.12 mg/l). Regrowths were observed with higher MIC values. The presence of ibuprofen (32.3 mg/l) slightly de-
layed regrowth while the increase of ibuprofen concentration up to 10 x Cmax recovered the bactericidal activity against all strains. The
activity of an antimicrobial with high protein binding should not be linked exclusively with the theoretical unbound fraction extrapolated
from the plasma concentration. The role of protein binding antagonists merits analysis due to their frequent use associated with cepha-
losporins in respiratory tract infections.
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INTRODUCCION

Desde un punto de vista farmacoldgico, la unién de los
antibacterianos a las proteinas plasméticas es un fenémeno
bien definido. Sin embargo, su significado clinico es mas
discutido. La albimina, aunque no es la unica, es la princi-
pal proteina transportadora, o de secuestro, de sustancias
exdgenas existente en el organismo. Aunque sélo la frac-
cion libre del antibacteriano, fraccién no unida a proteinas
plasmaticas, es activa sobre la bacteria, la reversibilidad de
este fendmeno implica que la limitacién de la actividad
asociada a este proceso deje de ser absoluta (1). Diversos
estudios in vitro han demostrado retrasos (2, 3) o incre-
mentos (4) de la actividad de antimicrobianos con elevada
unioén a las proteinas plasmaéticas cuando se ensayan en
medios de cultivo que reproducen las condiciones fisiol6-
gicas. En estas circunstancias, los prondsticos de eficacia
sustentados en datos de antimicrobiano libre extrapolados
directamente desde las concentraciones plasmaticas totales
sOlo serdn representativos de la situacion més adversa que
podamos encontrarnos.

La reversibilidad es un proceso complejo en el que in-
tervienen factores tales como la dosis administrada, la cons-
tante de asociacidn, la concentracién de proteina y la dis-
ponibilidad de sitios libres de unién (5), pero también es un
proceso facilmente vulnerable mediante la modificacion de
cualquiera de ellos. La interaccién medicamentosa, pro-
ducto de la coadministracién de farmacos que compiten
por el mismo sitio de unién a la albimina, es un fenémeno
relativamente frecuente que en general finaliza con el au-
mento o la disminucién de las concentraciones libres de
ambos farmacos. En el caso de las cefalosporinas este fe-
némeno se ha detectado en presencia de antiinflamatorios
no esteroideos (AINE), como el ibuprofeno y el 4cido sa-
licilico, y de probenecida (6, 7).

El cefditoren es una cefalosporina oral de tercera gene-
racién con una excelente actividad frente a Streptococcus
pneumoniae (8). Presenta una concentracion maxima en
suero (Cmax) de 4,2 mg/l después de la administracién de
dosis orales de 400 mg, y una unién a las proteinas plasméa-
ticas proxima al 88% (9). El objetivo de este estudio fue
valorar el efecto en la actividad bactericida in vitro del cef-
ditoren frente a S. pneumoniae en combinacién con ibu-
profeno y albimina humana.

MATERIAL Y METODOS
Cepas

Para la realizacion del estudio se utilizaron tres cepas de
S. pneumoniae escogidas segin el perfil de sensibilidad
mostrado ante varios betalactimicos (Tabla 1).
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Curvas de muerte bacteriana

Se incorporé un inéculo bacteriano de aproximada-
mente 107 UFC/ml a tubos con dos medios de cultivo dife-
rentes y una concentracion final de cefditoren de 4,2 mg/I:
a) caldo Mueller-Hinton (Difco, Detroit, Mi, USA) suple-
mentado con un 5% de sangre de carnero (Biomedics, Ma-
drid, Espaiia) (Cmax); b) caldo Mueller-Hinton suplemen-
tado con un 5% de sangre de carnero y 4 g/dl de albimina
humana (Cmax-AH) (A-1653-Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Adicionalmente, y s6lo en presencia de albu-
mina humana, se dispusieron dos series paralelas donde se
combiné cefditoren con ibuprofeno a concentraciones de
32,3 mg/l (Cmax-AHIb), correspondientes a la Cmax de una
administracién de 400 mg de ibuprofeno (10), o 323 mg/l
(Cmax-AHIb10x), correspondiente a una concentracion de
10 veces la Cmax.

Los controles de crecimiento se desarrollaron en au-
sencia de cefditoren, tanto en el medio suplementado con
albtimina humana (Control-AH) como en el medio sin su-
plementar (control).

A los tiempos 0, 1, 2, 3,4, 5,6,7,8 10, 12 y 24 horas
se extrajeron de cada tubo 100 ul de muestra que fueron de-
bidamente diluidos y sembrados en placas de agar Mueller-
Hinton (Difco) suplementado con un 5% de sangre de car-
nero. Después de una incubacién de 24 horas en atmésfera
con un 5% de CO, se procedi6 al recuento de microorga-
nismos viables.

Analisis estadistico

El test estadistico utilizado para analizar la reduccién lo-
garftmica (log, , del recuento de colonias al tiempo 0 h—log
del recuento de colonias al tiempo 24 h) fue ANOVA, utili-
zando como valor significativo p <0.001.

RESULTADOS

La CMl y el serotipo de las tres cepas de S. pneumoniae
empleadas en el estudio se detallan en la Tabla 1. Las re-
ducciones del indculo inicial (log,, UFC/ml) a las 12y 24

Tabla 1. Sensibilidad a los betalactamicos de las cepas de
S. pneumoniae empleadas en el estudio.

CMI (mg/1)
Cepa Serotipo Penicilina Amoxicilina  Cefditoren
1 6A 0,25 0,25 0,12
2 A% 4 8 0,25
3 14 4 8 0,5
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horas de las curvas de muerte bacteriana aparecen en la
Tabla 2. A concentraciones de cefditoren de 4,2 mg/1 se ob-
serv6 un comportamiento bactericida (reduccion de 3 log,
UFC/ ml del inéculo inicial) sobre las tres cepas analizadas
después de 24 horas de exposicion. En presencia de albu-
mina humana (Cmax-AH) este efecto sélo se mantuvo so-
bre la cepa mas sensible, con CMI de 0,12 mg/l, detectan-
do recrecimientos mas o menos acusados con valores de
CMI superiores. La presencia de ibuprofeno a concentra-
ciones proximas a la Cmax (Cmax-AHIb) retrasé ligera-
mente la aparicién de recrecimientos. El aumento de la
concentracién a 10 veces las Cmax de ibuprofeno (Cmax-
AHIb10x) no sélo evité su aparicién sino que recuperd la
actividad bactericida en todas las cepas. Después de la ex-
posicion a esta concentracion no existieron diferencias es-
tadisticamente significativas en la actividad del cefditoren
en presencia o ausencia de albimina humana.

DISCUSION

Con el presente estudio tratamos de valorar el efecto
sobre la actividad de un antibacteriano de elevada unién a
las proteinas plasmadticas al asociarlo con un firmaco que,
como el ibuprofeno, presenta una afinidad elevada por la
albimina humana (>99% de unién a las proteinas).

El cefditoren muestra un comportamiento rapidamente
bactericida frente a cepas de S. pneumoniae resistentes a la
penicilina, con valores de CMI de 0,12-0,5 mg/I a concen-
traciones proximas a la Cmax alcanzada después de la ad-
ministracion de dosis orales de 400 mg (4,2 mg/l). En pre-
sencia de concentraciones fisiolgicas de albimina y de
acuerdo con el 88% de unidn a las proteinas plasmaticas
del cefditoren, la fraccién libre, activa frente a S. pneumo-
niae, se reduce a aproximadamente 0,5 mg/l. Considerando
absoluto el fendmeno de la unién a proteinas, el cefditoren,
en presencia de albimina humana y a concentraciones de
4,2 mg/l, inicamente demuestra capacidad bactericida fren-
te a cepas de S. pneumoniae con una CMI <0,12 mg/1, muy
similar a los resultados obtenidos por Spangler y cols. (11)
con cepas de S. pneumoniae resistentes a la penicilina en
medios sin albimina humana (11). Sin embargo como se
muestra en la Tabla 2 y la Fig. 1, la incorporacién de ibu-
profeno, sin actividad intrinseca frente al microorganismo
(datos no mostrados), conduce de manera proporcional a la
concentracion suministrada a un aumento de la actividad
antineumococica del cefditoren. Asi, a concentraciones de
10 veces la Cmax de ibuprofeno, la actividad del cefdito-
ren en presencia de albimina humana serfa equiparable a la
observada con la Cmax en medios de cultivo convenciona-
les frente a cepas con una CMI <0,5 mg/l. Presumible-

Tabla 2. Reduccion del inéculo inicial (log UFC/mI) de las cepas de S. pneumoniae a las 12 y 24 horas.

Cmax Cmax-AH Cmax-AHIb Cmax-AHIb10x

Control-AH

Control

CMI (mg/l)

12h 24 h 12h 24 h 12h 24 h 12h 24 h 12h 24 h

24 h

2h

cefditoren

Cepa

1,6 0,1 14+02 -24+04 -52=+0,1 -29+0,5 3+03 -28+03 -51+0,3 -29+0,2 -5,0+0,2

1,1 £0,1

1,5+0,3

0,12
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—54% 0,20

-3,2+0,2°

04 +0,1*

-32+0,12

-23+04* 0,1+0.2?

-54+0,2

-4,.8+0,3

1,3+£0,0 1,7+0,1 14+1,1 1313

0,25

-02+£03 -3,9+£0,1>¢ -53+0,3%

0,1 £0,2*

9+ 0,12

-28+02 -47+03 1 +0,12

6+0,1

1,8 0,2 ,

0,1

1,3+

1,2+0,3

0,5

ap <0.001 frente a Cmax.

p <0.001 frente a Cmax-H.

°p <0.001 frente a Cmax-AHIb.

AH: albimina humana; Ib: ibuprofeno 32,3 mg/l; Ib10x: ibuprofeno 323 mg/I.
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Figura 1. Curvas de muerte bacteriana de S. pneumoniae resistente a la penicilina con CMI de cefditoren de 0,12 (A), 0,25 (B) y 0,5 mg/I ().



336 F Cafini, N. Gonzalez, M. Torrico y cols.

mente este efecto se debe a un aumento de las concentra-
ciones libres de cefditoren, como consecuencia de su des-
plazamiento desde la albiimina por un farmaco de mayor
afinidad por los mismos sitios de unién (6, 7).

Aunque las curvas de muerte bacteriana son herra-
mientas muy utiles para valorar “factores”, sus carencias
para reproducir comportamientos dindmicos impiden abor-
dar satisfactoriamente el fenémeno de la reversibilidad de
la unidn a las proteinas plasmadticas, pues un factor funda-
mental que afecta a la constante de asociacion antibacte-
riano-albimina, al margen de la variabilidad interpaciente
en la cantidad de proteina existente, es el descenso expo-
nencial de las concentraciones del antibacteriano en el or-
ganismo tras su administracién. En estudios con modelos
animales se ha determinado que empleando concentracio-
nes terapéuticas de diferentes AINE, incluido el ibuprofe-
no, se observan aumentos sustanciales en las concentracio-
nes séricas y tisulares de varias cefalosporinas (6). Este he-
cho pone de manifiesto que el desplazamiento desde la
albumina se vera favorecido por la propia dindmica de eli-
minacién de ambos farmacos desde el organismo.

Ademds, desde un punto de vista meramente farmaco-
dindmico, es necesario no olvidar el papel sinérgico de las
cefalosporinas y otras proteinas presentes en el plasma hu-
mano, como inmunoglobulinas y complemento, que deben
incrementar la actividad de estos antibacterianos frente a
S. pneumoniae (12, 13).

La actividad de un antibacteriano de elevada unién a las
proteinas plasmadticas no deberia relacionarse exclusivamen-
te con la fraccidn libre tedrica extrapolada desde las concen-
traciones plasmaticas. El papel de los antagonistas de la
unién a las proteinas merece ser analizado dado su fre-
cuente uso en procesos respiratorios, particularmente aso-
ciados con la administracién de cefalosporinas.
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