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ABREVIATURAS

MRSA (=SARM):
MSSA (=SASM):

VS-
CA-MRSA:
NA-MRSA:
VISA/GISA:

hVISA/hGISA:

VRSA/GRSA:
CMI:

AUC (=ABC):
tu2:

Cmix 0 C min
LP:

UFC:

TSA:

TSB:

SF:

PK/PD:

PDI:

VAN:

TEI:

CLO:

CTX:

UCI:

PG:

PC:

PBP:

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (resistente a meticilina)
Methicillin susceptible Staphylococcus aureus (sensible meticilina)
Vancomycin sensitive (sensible a vancomicina)
Community-aquired MRSA (de adquisiciéon comunitaria)
Nosocomial-aquired MRSA (de adquisicion nosocomial)

Glycopeptide/Vancomycin intermediate-resistant S. aureus (con
resistencia intermedia a vancomicina/glucopéptidos)

S. aureus heterogeneously resistant to vancomycin/glycopeptides
(con resistencia heterogénea a vancomicina/glucopéptidos)

Vancomycin/Glycopeptide-resistant S. aureus (resistente a V/GP)
Concentracion minima inhibitoria (en inglés, MIC)

Area under the concentration-time curve (4rea bajo la curva)
Vida media

Pico o valle sérico

Liquido peritoneal.

Unidades formadoras de colonias

Tripticase soy agar (agar de tripticasa-soja)

Tripticase soy broth (caldo de tripticasa-soja)

Suero fisioldgico

Pharmacokinetic/pharmacodynamic (farmacocinético/-dindmico)
Pharmacodynamic index (indice farmacodindmico)
Vancomicina

Teicoplanina

Cloxacilina

Cefotaxima

Unidad de cuidados intensivos

Peptidoglucano

Pared celular

Penicillin-binding protein (proteina fijadora de penicilina)
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ACTUALIDAD DEL TEMA Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El impacto de las infecciones causadas por Staphylococcus aureus no ha
disminuido a lo largo de la historia a pesar del avance que ha supuesto, tanto el
conocimiento del microorganismo y la fisiopatologia de las enfermedades que produce,
como el desarrollo de un gran arsenal terapéutico antibacteriano. S. aureus no es sélo
uno de los patdgenos mas frecuentes como causa de infeccion tanto en el ambito
hospitalario como en la comunidad, sino que, a dia de hoy, el tratamiento de la
infeccion estafilocdcica es un problema creciente.

Es conocida la gran capacidad de Staphylococcus aureus para desarrollar
mecanismos de resistencia frente a los distintos grupos de antibioticos utilizados para
el tratamiento de sus infecciones. En la década de los 80, se describieron numerosos
brotes nosocomiales causados por cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA,
methicillin-resistant S. aureus), que hoy llegan a representar en algunas UClIs alrededor
del 60% de las infecciones causadas por S. aureus. Las cepas de MRSA suelen presentar,
ademas, resistencia asociada a otros grupos de antibidticos tales como macrdlidos,
quinolonas, aminoglicdsidos, rifamicinas, tetraciclinas, etc. Este hecho convierte a los
glucopéptidos en el tratamiento de elecciéon en estas infecciones. Sin embargo, los
glucopéptidos nunca han mostrado el mismo grado de eficacia y seguridad frente a
MRSA que los p-lactamicos en el tratamiento de las infecciones causadas por S. aureus
sensibles a meticilina, hecho que refleja lo critico del tratamiento de estas infecciones.

Con la publicacion en Japon en 1997 de un caso de fracaso terapéutico con
vancomicina en una infeccidon causada por una cepa MRSA con CMI a vancomicina de
8 ng/ml (considerada resistencia intermedia) se cred una gran alarma en la comunidad
internacional. Posteriormente, se comunicaron tres casos mas en Estados Unidos y uno
en Francia. Todos los pacientes habian recibido un tratamiento prolongado con
vancomicina que no fue efectivo, y en el curso del cual se observo un incremento de la
CMI de 2 a 8 pg/ml. Hasta hoy se han descrito unos 25 casos de infecciones por cepas
de S. aureus con resistencia intermedia a vancomicina (VISA o GISA, vancomycin- o

glycopeptide-intermediate S. aureus). Ademdas de estos casos, y quizds como un
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fenomeno de mayor relevancia, se ha detectado la presencia de heterorresistencia a
vancomicina (hVISA o hGISA) con una frecuencia mucho mayor. En general ésta se
sitia entre el 0 y el 5% dependiendo de las zonas, aunque algunos estudios han
apuntado hasta el 20 % en algtn hospital. La heterorresistencia se entiende como la
presencia de cepas con CMIs a vancomicina en el rango sensible (hasta 4 pug/ml) pero
que, con frecuencias variables, contienen subpoblaciones con CMIs elevadas que
podrian seleccionarse al ser expuestas a tratamientos prolongados. Las cepas con
heterorresistencia serian precursoras de las cepas con resistencia intermedia (con CMlIs
>8 ug/ml).

El significado real de la presencia de cepas con heterorresistencia no se conoce.
Podrian ser responsables de las dificultades que en ocasiones se presentan para tratar
infecciones graves por MRSA, especialmente en situaciones en que hay presencia de
cuerpo extrafio, abscesos o poca penetracion del antibidtico. En un estudio realizado en
el Hospital Universitari de Bellvitge en pacientes con infeccion osteoarticular por
MRSA observamos mayor indice de fallos terapéuticos con vancomicina en los
pacientes portadores de protesis articulares que estaban infectados por estas cepas (84).
Estudios mas recientes han confirmado este punto, reforzando la importancia clinica
de un problema creciente. La diseminacion de cepas de MRSA de forma epidémica en
los hospitales ha supuesto un problema de primera magnitud en el control de la
infeccion nosocomial. La posibilidad de que cepas sin alternativas de tratamiento se
diseminen y representen un problema clinico en las UCIs u otras dreas especialmente
sensibles nos abocaria a una situacion alarmante.

En este contexto, el estudio de las infecciones causadas por cepas con
heterorresistencia y por cepas GISA, de su relevancia y de las posibles alternativas de
tratamiento, es de gran importancia, pues es necesario conocer si nos enfrentamos a un
problema “anecdético” o a una situacion que podria empeorar en los proximos afos.
La utilizacién de un modelo animal nos permitiria estudiar estas infecciones in vivo,
evaluar los tratamientos clasicos con glucopéptidos y compararlos con posibles

alternativas.
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Staphylococcus aureus (racimos). Micrografia electronica (SEM) x 16000



Introduccion

1.INTRODUCCION

1.1. Staphylococcus aureus: CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Staphylococcus aureus es un coco grampositivo (familia Micrococcaceae), no
esporulado, de un tamano entre 0,5 y 1,7 um de didmetro y que suele agruparse en
racimos (del griego staphyle, racimo). Es un microorganismo aerobio facultativo, que se
caracteriza por fermentar la glucosa y producir catalasa (género Staphylococcus); la
fermentacion del manitol en condiciones anaerobicas, la produccion de coagulasa y de
endonucleasa y la sensibilidad a novobiocina, permiten distinguir a la especie S. aureus
de los estafilococos coagulasa negativos pertenecientes al mismo género.
Macroscopicamente, las colonias de S. aureus son amarillo dorado, bien definidas, lisas,
opacas y convexas y crecen rapidamente en medios solidos (1 a 3 mm en 24 horas). En
agar sangre se observa un halo claro a su alrededor, producto de la B-hemdlisis (1, 2).

S. aureus se encuentra entre las bacterias patdgenas no esporuladas mas
resistentes, pudiendo sobrevivir en una gran variedad de condiciones ambientales no
fisioldgicas. Es relativamente resistente al calor y puede tolerar medios con altas
concentraciones de sal (hasta 10% de NaCl) o un amplio rango de pH. Su gran
adaptabilidad le confiere una notable capacidad para colonizar superficies e
individuos, transmitirse en ambientes muy diversos y, en el huésped, llegar a causar
gravisimas infecciones. Es, ademads, un microorganismo de gran versatilidad genética,
lo que le permite desarrollar mecanismos de resistencia frente a la mayoria de
antibidticos. Por todo ello continua siendo uno de los principales patégenos para el
hombre a pesar de la mejora de las condiciones de salud publica, de la implementacién
de medidas para el control de las infecciones hospitalarias y del arsenal de agentes

antimicrobianos disponibles. (1, 2, 3).
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1.2. PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD ESTAFILOCOCICA

La extrema virulencia de S. aureus determina que este microorganismo sea la
primera causa de mortalidad en las infecciones nosocomiales, a diferencia de otros
patdgenos con similar o mayor prevalencia (estafilococos coagulasa negativo o bacilos
gramnegativos) que causan menor morbimortalidad. Un reflejo de esta virulencia se
desprende de los siguientes datos histdricos: en 1941 la tasa de mortalidad asociada a la
bacteriemia por S. aureus en Boston era del 82%; al principio de los 60, ésta era todavia
del 27%, a pesar de que ya se disponia de antibidticos -lactamicos con gran actividad
antiestafilococica. Finalmente, la diseminacién de la resistencia a la meticilina en los
anos 80 ha contribuido a mantener estas cifras hasta la actualidad (4, 5).

Su patogenicidad se basa en el gran arsenal de factores de virulencia de que
dispone, que le confieren cualidades especificas en diferentes fases del proceso
infeccioso (colonizacion, adhesion, diseminacion,...); destacan especialmente diferentes
componentes de la pared celular, proteinas de superficie, la capsula de polisacarido y
una importante dotacion de enzimas y toxinas que pueden ser secretados por la
bacteria. El modo en que estos factores actiian, en solitario o asociandose, y su
interaccion con los factores del huésped se conoce soélo parcialmente (1, 6, 7, 8).

La patogénesis de la enfermedad estafilocdcica se divide cldsicamente en cinco
etapas: colonizacion, infeccion local, diseminacion sistémica y/o sepsis, infeccion
metastdsica y toxinosis (5, 6). S. aureus coloniza principalmente la mucosa nasofaringea,
aunque también se da la colonizacion vaginal o perineal. Eventualmente éste se puede
transferir a la piel, donde una herida va a representar una puerta de entrada para el
microorganismo, dando lugar a celulitis, impétigo, infeccion de herida o abscesos
locales. La infeccion puede, entonces, extenderse localmente y/o acceder a la sangre
(bacteriemia). La extension de la infeccion dependera de la compleja interaccion entre
los factores de virulencia de la bacteria y los mecanismos de defensa del huésped (1, 5,
6).

La bacteriemia estafilococica puede conllevar muchas complicaciones,
incluyendo el shock séptico y un gran namero de infecciones metastasicas:

endocarditis, osteomielitis, artritis séptica o la formacion de abscesos renales o




Introduccion

epidurales. En ausencia de una terapia especifica, la mortalidad asociada a la infeccion
diseminada es alta. En la patogénesis de la fase aguda de la infeccion estafilocdcica
pueden estar implicadas sus toxinas. Asi, aun si el microorganismo no invade el
torrente sanguineo, el efecto especifico local y sistémico de diferentes toxinas puede
producir sindromes particulares, como el sindrome del shock tdxico, el sindrome de la
piel escaldada o el sindrome por intoxicacion alimentaria (5, 6).

En el proceso de la enfermedad vascular estafilococica tiene gran importancia el
papel que juegan las células endoteliales: el estafilococo se adhiere a la célula endotelial
con avidez mediante interacciones adhesina-receptor y es fagocitado por éstas, lo que
le protege de los mecanismos de defensa del huésped asi como del efecto de los
antibioticos (9, 10). La infeccién se puede extender, entonces, a tejidos adyacentes. El
papel de las proteinas de superficie que acttian como adhesinas, con gran afinidad por
la union a proteinas de la matriz extracelular es fundamental en la patogénesis de la
endocarditis. Este fenémeno se produce tanto en el caso de la valvula nativa dafada,
adhiriéndose al trombo fibrino-plaquetario de la superficie valvular afectada, como en
el de las valvulas no dafiadas, mediante la alteracion celular de las células endoteliales
invadidas por S. aureus, que promovera la formacion de vegetaciones. Estas adhesinas
(proteinas de unién a coldgeno) también estdan implicadas en la infeccion de otros
tejidos, como el dseo y el articular (11, 12).

Es importante considerar, también, la influencia en la enfermedad estafilocdcica del
material sintético, de uso creciente en los hospitales. . El riesgo de infeccion se
incrementa en presencia de material extrafio; asi, S. aureus se adhiere facilmente a los
catéteres intravenosos mediante la unién a los constituyentes séricos que los recubren,
lo que facilita la posterior colonizacion y el acceso a la sangre (13-15). Este proceso se
da frecuentemente en la patogénesis de la endocarditis nosocomial. Por otro lado, la
infeccion por via hematogena de protesis implantadas en diferentes localizaciones es

también un fendmeno en aumento y con alta morbimortalidad.
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1.3. EPIDEMIOLOGIA DE S. aureus

En los tltimos 25 afios se ha incrementado la frecuencia de las infecciones por S.
aureus debido principalmente al creciente uso de catéteres intravasculares y a la
diseminacion de cepas de S. aureus con resistencia a meticilina (MRSA, methicillin-
resistant S. aureus) (6, 16). Estas tltimas, que en muchos casos presentan
multirresistencia, han protagonizado importantes brotes epidémicos, contribuyendo a
que la prevalencia de S. aureus en los hospitales no disminuya. El problema se da,
ademas, a escala mundial (17, 18).

Los humanos son un reservorio natural para S. aureus, siendo muy frecuente la
colonizacion asintomatica. El recién nacido es rdpidamente colonizado a nivel
nasofaringeo, perineal y cutdneo; posteriormente, la tasa de portadores se estabiliza
entre el 25 y el 40% de la poblacion sana infantil y adulta, y el principal nicho ecolégico
se localiza en las fosas nasales. Se estima que alrededor de un 20% de la poblacion sera
un portador persistente y el 60% un portador intermitente de S. aureus. El contacto
directo con el portador implica la transmision de la bacteria y genera un nuevo
portador (familiares, personal médico). El porcentaje de portadores es superior en
determinados grupos, como médicos y enfermeras (hasta un 70%), pacientes con
diabetes insulino-dependiente, pacientes que utilizan catéteres intravasculares
(hemodidlisis), pacientes quirargicos, pacientes con trastornos dermatoldgicos,
drogadictos o pacientes con VIH. El estado de portador es clinicamente importante,
pues éstos seran proclives a un mayor namero de infecciones en relacién con la cirugia
0 los trastornos dermatoldgicos. (1, 6, 19, 20).

En la actualidad, S. aureus representa la primera causa global de infeccion
nosocomial: es el agente patdgeno mas frecuente en las infecciones quirturgicas y el
segundo en las bacteriemias de adquisicion nosocomial, tras los estafilococos
coagulasa-negativo (6, 21, 22, 23,). En Europa, aproximadamente el 30% de todas las
infecciones que se producen en las UCIs son atribuibles a S. aureus y éste es, también, el
principal patdgeno aislado en las neumonias nosocomiales en estas unidades (24, 25).
La mortalidad global asociada a la bacteriemia por S. aureus se sittia todavia entre el 20

y el 40% (26).
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Las infecciones producidas por MRSA representan un problema afadido, por
su dificultad de tratamiento y su capacidad para diseminarse. (17, 18, 27). En la década
de los 80 se produjo en Europa un incremento muy notable de la incidencia de las
infecciones nosocomiales por MRSA, que pasaron del 1% en 1980 al 30% en 1991. En
algunos de estos paises estas cifras son hoy aun mayores llegando hasta el 50%. En
Estados Unidos, estas infecciones representan actualmente el 40% del total de
infecciones nosocomiales causadas por S. aureus. En un estudio con pacientes con
bacteriemia realizado en hospitales espafioles en 2000, el porcentaje de resistencia a
meticilina se situo en el 28% (28, 29, 30). Por otro lado, en Europa alrededor del 60% de
las infecciones por S. aureus que se producen en las UClIs corresponden a cepas MRSA
(24, 31).

Tradicionalmente, las infecciones por MRSA han sido adquiridas casi
exclusivamente en hospitales o entornos similares, donde se dan los factores de riesgo
para la colonizaciéon y/o infeccion por estas cepas: enfermedades de base, terapia
antibiotica previa, antecedentes de ingreso en una UCI y/o de cirugia o exposicién a un
paciente colonizado por MRSA (32). Hasta hace poco tiempo, los casos de infecciones
por MRSA que se han descrito en la comunidad generalmente se relacionaban con
hospitalizaciones recientes, contacto estrecho con personas que habian sido
hospitalizadas u otros factores como los citados anteriormente. En otros casos los
pacientes eran adictos a drogas via parenteral y la via de transmisién era directa (33,
34). En los ultimos afios, sin embargo, se ha descrito la aparicion de cepas MRSA en la
comunidad que no se relacionan con ninguno de estos factores. Se conocen como cepas
MRSA de adquisicion comunitaria (CA-MRSA, community-aquired MRSA), y su
prevalencia ha ido en aumento en los dltimos afios (34). Aunque la epidemiologia de
estas cepas todavia no se conoce en profundidad, se sabe que presentan caracteristicas
genéticas y microbiologicas diferenciales respecto a las de adquisicién nosocomial
(NA-MRSA, nosocomial-aquired MRSA), y que ambos tipos de infecciones difieren
clinica y demograficamente. Por un lado, la poblacion infectada por CA-MRSA es
mayoritariamente joven y sana, a diferencia de la poblacion clasicamente infectada por
MRSA , que es de edad avanzada y en muchas ocasiones con enfermedades de base.

Las infecciones relacionadas con CA-MRSA son mayoritariamente de piel y tejidos
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blandos, mientras que las cepas NA-MRSA se han relacionado siempre con patologias
como bacteriemias, infecciones quirtrgicas o neumonias asociadas a ventilacion
mecanica. Ambos tipos de cepas son genotipicamente distintos. Asi, las cepas CA-
MRSA conservan mayoritariamente la sensibilidad frente a otros antibioticos no -
lactdmicos, mientras que las de adquisicion nosocomial son tipicamente
multirresistentes. Por otro lado, las cepas CA-MRSA presentan el gen PVL (leucocidina
Panton-Valentine, factor de virulencia asociado a la neumonia necrotizante),
mostrando un perfil exotoxinico diferente del de NA-MRSA, en la que se detecta
principalmente el gen de la toxina del sindrome del shock toxico (TSST). También se ha
asociado mayoritariamente a CA-MRSA con el elemento genético SCCmec tipo IV, que
codifica para la resistencia a meticilina, y que no es el tipo predominante en las cepas
NA-MRSA, aunque este elemento tiene cierta movilidad genética y su vinculacion
puede variar en funciéon de la zona geografica. Por ultimo, CA-MRSA contiene la
version agr III del gen regulador accesorio (agr), mientras que NA-MRSA se ha
relacionado con agr Iy II (34, 35, 36).

La aparicion en los ultimos afos de cepas MRSA con resistencia intermedia a
glucopéptidos (GISA, glycopeptide-intermediate S. aureus) y el fenomeno de la
heterorresistencia a los mismos (hGISA, heteroresistant GISA) ha encendido algunas
alarmas en relaciéon al control y el tratamiento de la infecciones por MRSA
(especialmente las mas graves). Se han descrito en la literatura alrededor de 20 casos de
cepas GISA desde 1997; por otro lado, la prevalencia de cepas con heterorresistencia a
glucopéptidos se sittia entre el 0 y 5%, segin la zona geografica, con excepciéon de
algin estudio (37, 38). En dos estudios realizados en Europa y Japon, se llegd a
alcanzar una prevalencia del 25-27% (40, 41); estudios posteriores, sin embargo, no
confirmaron estos datos, y el fendmeno no se ha llegado a generalizar en estos términos
a otras partes del mundo. En general, estas cepas parecen mds frecuentes en
determinadas zonas, como Japdn, Francia o Espafia (37, 38, 39) y su prevalencia va
ligada a la diseminacion de determinados clones.

Desde el punto de vista epidemioldgico hay dos factores importantes a tener en
cuenta en relacion a las cepas hGISA y GISA : por un lado, su aparicion se ha

relacionado, en general, con el uso previo de glucopéptidos en los pacientes
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implicados; por otro, la falta de métodos estandarizados para su deteccion eficaz
dificulta la comparacion de datos de prevalencia entre diferentes zonas geograficas (37,

38, 42, 43).

1.4. AGENTES ANTIESTAFILOCOCICOS: GLUCOPEPTIDOS

De entre todo el arsenal terapéutico antimicrobiano disponible, (3-lactdmicos y
glucopéptidos son los principales agentes antiestafilocdcicos. Las penicilinas anti-f3-
lactamasa son el mejor tratamiento en las infecciones estafilococicas producidas por
cepas sensibles a meticilina, mientras los glucopéptidos son el tratamiento de eleccion

en la infecciones por MRSA.

1.4.1. Historia vy principales caracteristicas

Los glucopéptidos son un grupo de antibidticos de espectro reducido, que
actuan inhibiendo la sintesis de peptidoglucano de la pared bacteriana y se utilizan
para el tratamiento de las infecciones por microorganismos grampositivos. Los dos
principales farmacos que integran este grupo son vancomicina y teicoplanina. La
vancomicina fue introducida en 1956 por su eficacia frente a cepas de S. aureus
resistentes a penicilina. Su toxicidad y la aparicion de la meticilina la relegaron poco
después a una posicion alternativa en el tratamiento de las infecciones estafilocdcicas.
Con la extension de la resistencia a meticilina en S. aureus y el aumento en la
prevalencia de cepas MRSA en los afios 80 y 90 se recuperd de nuevo el uso de
vancomicina, en una formulaciéon mas refinada y menos tdxica. La teicoplanina fue
introducida en 1978, con un espectro y actividad similar y mejores caracteristicas
farmacolodgicas que vancomicina: vida media mas larga, posibilidad de administracion
intramuscular y un mejor perfil de efectos secundarios. Su uso estd extendido en
Europa, pero no en Estados Unidos. En los tltimos afios se han desarrollado nuevas
moléculas dentro del grupo de los glucopéptidos, como la oritavancina (atn no

comercializada), con similar espectro y mayor actividad frente a enterococos (44-47).
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Los glucopéptidos son bactericidas frente a bacterias en fase de division celular
y presentan un cierto efecto postantibiotico no superior a 2 h. Sin embargo, a menudo
su actividad es tUnicamente bacteriostatica, debido a su mecanismo intrinseco de
accion, sus caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas y sus efectos
secundarios (44-48). Con todas sus limitaciones y a pesar de la emergencia y el
aumento en la prevalencia de cepas con sensibilidad reducida a glucopéptidos en los

anos 90, la mayoria de cepas de S. aureus son todavia sensibles a estos antibioticos.

1.4.2. Estructura

Quimicamente, los glucopéptidos no se relacionan con ningtin otro grupo de
antibioticos. Son moléculas de estructura compleja, con un heptapéptido central. Las
diferencias entre los dos principales glucopéptidos residen en el primer y el tercer
aminoacido de la estructura central de siete y en algunos sustituyentes de los otros
cinco, que son comunes a ambas moléculas. Vancomicina presenta un disacdrido unido
a la estructura heptapeptidica, ademas de otros muchos grupos polares y tiene un peso
molecular de 1450 D. Por su parte, teicoplanina esta formada por la unién de seis
analogos estructurales de la base heptapeptidica, con pesos moleculares entre 1560 y
1890 D. Presenta cadenas de acidos grasos en lugar de aminoazicares como la
vancomicina, lo que le confiere un caracter marcadamente mas lipofilico (entre 50 y 100
veces mayor) y en consecuencia una mayor penetracion intracelular y una

optimizacion de sus pardmetros farmacocinéticos (44, 48).

1.4.3. Mecanismo de accion

Las cadenas de peptidoglucano (PG) que conforman la pared celular (PC) se
ensamblan en capas que quedan entrecruzadas por puentes interpéptido que enlazan
el dipéptido D-alanil-D-alanina (D-ala-D-ala) de la cadena naciente de PG y la
pentaglicina de la cadena adyacente preexistente. El mecanismo de acciéon de los
glucopéptidos se basa en su union al dipéptido terminal D-ala-D-ala del monémero de

mureina, precursor de las cadenas de PG. La unién al dipéptido se puede dar a tres
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niveles: en los residuos D-ala-D-ala libres de las capas ensambladas de PG
(aproximadamente el 20% de éstos quedan sin unir), en las cadenas nacientes de PG
(que todavia no se han unido a las cadenas preexistentes mediante los puentes
interpéptido) o en los mondmeros de mureina a nivel citoplasmatico (diana final). La
union del glucopéptido a las cadenas formadas, no inhibe la formacion de cadenas
nacientes, aunque dificulta la accion posterior de las PBPs en el ensamblaje de las
diferentes cadenas por los puentes interpéptido. Sin embargo, la sintesis del PG queda
completamente inhibida si el glucopéptido se une al monémero de mureina a nivel
citoplasmatico, pues este ultimo ya no servird como sustrato para polimerizar la
cadena naciente. Los glucopéptidos deben atravesar la pared celular, compuesta por
aproximadamente unas 20 bandas de PG, que, como se ha mencionado, contienen gran
cantidad de dipéptidos D-ala-D-ala libres; muchas moléculas de glucopéptido quedan
atrapadas en este nivel y no llegan al citoplasma, lo que compromete su accion y
eficacia antibidtica. Esta limitacion es especialmente relevante en situaciones con gran
acumulacion de bacterias, como abscesos u otras infecciones purulentas; en ese caso se
requieren actuaciones para reducir la concentracion bacteriana (drenajes, cirugia para
eliminar abscesos) y facilitar la penetracion del antibidtico en la célula y aumentar su

eficacia (70, 83).

1.4.4. Resistencia a glucopéptidos: mecanismo de S. aureus

Se han descrito dos formas de resistencia de S. aureus a la vancomicina. Por un
lado, el mecanismo identificado en las cepas con resistencia intermedia a
glucopéptidos, cepas GISA, y por otro, el hallado en las cepas propiamente resistentes
a vancomicina (VRSA o GRSA, vancomycin- o glycopeptide- resistant S. aureus). Estas
ultimas basan su mecanismo de resistencia en la adquisicion por conjugacion (via
plasmidica) del operén van A que contienen las cepas Enterococcus faecalis resistentes a
vancomicina. Van A codifica para un precursor del PG, en este caso mutado, que
termina en el dipéptido D-ala-D-lac en vez del original, D-ala-D-ala. El nuevo
dipéptido pierde dramaticamente su afinidad por vancomicina y no se une a ésta, de

forma que se puede completar el ensamblaje del PG y la sintesis de la pared. La sintesis
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del precursor alterado se daria solo en condiciones de exposicion a bajas
concentraciones de vancomicina (49, 70). Tan sdlo tres casos de cepas clinicas VRSA
han sido comunicados, todas ellas en EEUU en los tiltimos tres anos.

En el caso de las cepas GISA, el mecanismo se basa en una serie de alteraciones
en la sintesis de la pared celular cuyo origen todavia no se conoce con exactitud, y que
implican principalmente el engrosamiento de ésta por acumulacion de capas de
cadenas de PG, con incrementos adicionales de este numero de capas que pueden
llegar al 50%. Este engrosamiento supone un mayor atrapamiento de vancomicina
respecto al que ya se produce en las cepas sensibles (anteriormente mencionado). De
manera simultdnea al engrosamiento de la pared, se ha observado una disminucién
del nivel de puentes interpéptido entre las cadenas de PG ensambladas, lo que se
traduce en un menor entrecruzamiento de éstas y una mayor exposicion de residuos D-
ala-D-ala libres que atrapan todavia mas moléculas de vancomicina. La acumulacion
masiva de las moléculas de glucopéptido en el PG bloquea su acceso al citoplasma, y
no pueden inhibir la polimerizacién de las cadenas nacientes de PG. De manera
general se ha correlacionado el grosor de la pared celular con la resistencia a
vancomicina (50, 51, 70, 83, 101). La figura 1.1 representa graficamente este mecanismo.

La base genética para este tipo de resistencia todavia no se conoce en
profundidad, aunque se sabe que no tiene relacién con la resistencia a meticilina (50,
53). Se ha vinculado la regulacion de la resistencia a glucopéptidos con algunos genes
(52). En concreto, se ha relacionado la inactivacion del gen tca A, que codifica para una
proteina transmembrana, con el aumento de la resistencia a glucopéptidos (54). Por
otro lado, el gen regulador agr (accessory gene regulator), importante operon
implicado en el control de la expresion de factores de virulencia como adhesinas,
exoproteinas o exotoxinas parece jugar un papel definitivo en este tipo de resistencia.
Sakoulas y col. han descrito la asociacion mayoritaria de uno de los grupos de este gen
(existen cuatro), el agr group I, con cepas MRSA y GISA y han demostrado, también, la
pérdida de la funcidon agr por parte de cepas hGISA y GISA; esta pérdida, ademas,
parece tener una relacion directa con la heterorresistencia a glucopéptidos (55, 56). La
hipdtesis que se plantea se basa en que la expresion alterada de agr puede conducir al

fenotipo hGISA y GISA (37).
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Sintesis de la pared celular Acceso del glucopéptido
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Figura 1.1. Mecanismo de resistencia de S. aureus a vancomicina: cepas GISA. Estas cepas
sintetizan cantidades adicionales de peptidoglucano, que se acumula en la pared celular
doblando el nimero de capas de una célula sensible. Simultaneamente se produce un
aumento de residuos D-Ala-D-Ala libres. Estos dos factores promueven un atrapamiento
masivo de moléculas del antibidtico que bloquean el paso de otras moléculas al
citoplasma, donde esta su diana final. (Adaptado de ref. 70).

En el caso de la teicoplanina, aunque el engrosamiento de la pared celular
también se correlaciona con la resistencia, existen otros mecanismos diferentes que
contribuyen a su desarrollo, y que explicarian la observacion histdrica de que cepas
sensibles a vancomicina hayan desarrollado resistencia a teicoplanina (57, 58). Estos

mecanismos, no conocidos con exactitud, implicarian la sobreproduccion de PBP2’ (59).
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1.4.5. Farmacocinética: eficacia vs toxicidad

Las caracteristicas farmacocinéticas de los glucopéptidos son un factor
determinante a la hora de valorar su eficacia in vivo. En el caso de vancomicina, sus
efectos secundarios limitan su margen terapéutico, adquiriendo especial relevancia el
estudio farmacodindmico para intentar predecir su eficacia. Los principales parametros

farmacocinéticos de vancomicina y teicoplanina se muestran en la tabla 1.1.

Tabla 1.1 Parametros farmacocinéticos de vancomicina y teicoplanina tras
la administracion de las dosis clinicas convencionales. (Adapt. de ref. 60).

Parametro Vancomicina Teicoplanina
Concentracion pico (mg/L) 20-50 43
Concentracion valle (mg/L) 5-12 (24h) <5 (24h)
Union a proteinas (Alb.) [%] 10-55 90
Volumen de distribucion (L/kg) 0.3 0.9-1.6
Vida media (h) 4-8 83-168
Aclaramiento (L/h/kg) 0.058 0.011
Excrecion renal (%) 80-90 80
AUC (mgx h/L) 260 550

Vancomicina 1g or 15 mg/kg; teicoplanina 6 mg/kg
AUC: area under the concentration-time curve = area bajo la curva.

Los glucopéptidos no se absorben bien por via oral (VO); en el caso de
vancomicina, ademds, la administracion intramuscular (IM) es muy irritante e incluso
produce necrosis. La biodisponibilidad de teicoplanina administrada por via IM es casi
del 100%, mientras que por via intraperitoneal es menor, entorno al 75%. En el caso de
vancomicina es algo mas baja, situdndose entre 54% — 65% por esta misma via. Ambos
farmacos se eliminan por via renal, lo que aconseja un ajuste adecuado de las dosis y
monitorizacion de los niveles séricos, especialmente con vancomicina, que puede ser
nefrotdxica. Teicoplanina presenta un mejor perfil farmacocinético que vancomicina: su

vida media es diez veces superior, debido a su alta tasa de unién a proteinas (en torno
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al 90%) y su penetracion tisular e intracelular mayor. Vancomicina se une
relativamente poco a proteinas (30%). En general, ambos antibidticos presentan una
buena penetracion en la mayoria de tejidos, aunque ésta es muy variable; existen
algunas excepciones, las mas importante el liquido cefalorraquideo, en el que la
penetracion es baja (44-48, 60).

Tanto la eficacia como la toxicidad de vancomicina se han relacionado con sus
concentraciones plasmaticas, con una ventana terapéutica bastante estrecha. Aunque la
molécula ha sido muy purificada desde su introduccion y actualmente las reacciones
adversas son menos frecuentes, vancomicina todavia se relaciona con algunos efectos
adversos como flebitis, el “sindrome del hombre rojo” (liberaciéon de histamina que
produce prurito y eritema en cuello y toérax, ocasionalmente hipotension), leucopenia
y/o trombocitopenia, fiebre, nefrotoxicidad y ototoxicidad. Tanto la flebitis como el
sindrome del hombre rojo pueden minimizarse con infusiones lentas y diluidas. La
nefrotoxicidad y la ototoxicidad se han relacionado con concentraciones plasmaticas
altas, tanto en el pico como en el valle, aunque el limite de toxicidad no esta bien
definido. La nefrotoxicidad se ha asociado mds concretamente al mantenimiento de
concentraciones valle elevadas (20 -30 pg/ml), mientras que la ototoxicidad, se
relaciona con niveles plasmaticos superiores a 50 pg/ml. Sin embargo, el tratamiento de
algunas infecciones graves pueden requerir valles elevados, préximos a los
considerados toxicos. Para asegurar eficacia y prevenir toxicidad es recomendable la
monitorizacion de sus niveles séricos, especialmente cuando se usan dosis elevadas, se
administran tratamientos combinados o, muy especialmente, en los pacientes con
insuficiencia renal. En algunos casos en que las concentraciones plasmaticas pueden
predecirse se ha propuesto monitorizar solo la creatinina sérica de forma rutinaria y en
otros determinar sdlo la concentracion valle. El rango terapéutico se define entre 25-40
ug/ml para la concentracion pico y unos 10 pg/ml para el valle, lo que asegura niveles
muy por encima de la CMI de S. aureus incluso en el valle y controla los riesgos de
reacciones adversas. En el caso de teicoplanina, la monitorizacion nos permitiria
asegurar la eficacia, sobre todo en situaciones clinicas graves (endocarditis, artritis,
quemados) en que la velocidad de eliminacién puede ser mayor y los niveles séricos

podrian quedarse cortos. La ventana terapéutica de teicoplanina es, en cualquier caso,
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mas amplia que la de vancomicina y sus reacciones adversas mucho menos frecuentes

(44, 47).

1.4.6. Caracteristicas farmacodindmicas y dosificacion

La escasa ventana terapéutica de vancomicina condiciona con cierta frecuencia
la observacion de fracasos del tratamiento en infecciones graves que precisan
tratamientos prolongados, como endocarditis o infecciones protésicas y
osteoarticulares, situaciones que ponen de manifiesto sus limitaciones.

Los glucopéptidos habian sido clasicamente considerados como antibidticos
tiempo-dependiente, como los (3-lactdmicos, los macrolidos y la clindamicina (62-65).
En estos casos, el tiempo por encima de la CMI (T>CMI) es el parametro
farmacodindmico (PDI, pharmacodynamic index) recomendado para predecir la
eficacia clinica (18, 61). Sin embargo, actualmente se considera que la eficacia de los
glucopéptidos se relaciona mejor con un patrén mixto, dependiente tanto del tiempo
como de una cierta concentracion (61, 65, 66). E1 PDI AUC/CMI, que integra ambas
influencias, parece confirmarse como el parametro que mejor predice la eficacia de los
glucopéptidos (66, 67). Se ha establecido que el cociente AUC/CMI debe alcanzar un
valor de 125 para garantizar la eficacia del tratamiento (68). En el caso de vancomicina,
muchos autores recomiendan mantener unos niveles valle no inferiores a 10 pg/ml (44,
45, 47), lo que asegura estar el 100% del tiempo de exposicién por encima de la CMI
(dependencia del tiempo) y ademas garantiza un cociente concentracion/sensibilidad
alto (alrededor de 10 o mas para la mayoria de cepas de S. aureus) (dependencia de la
concentracion). En este punto, la posible disminucién de la sensibilidad a los
glucopéptidos adquiere una gran relevancia, ya que aumentos en la CMI a 4 u 8 ug/ml
dejarian el cociente AUC/CMI (y la relacion con una concentracion valle de 10 ug/ml)
muy por debajo de los valores recomendados, y, como es sabido, la estrecha ventana
terapéutica que ofrece vancomicina no permite aumentar las dosis. Si la eficacia del
tratamiento con vancomicina en algunas infecciones por cepas MRSA sensibles a

glucopéptidos es ya limitada, la disminucién en los valores de los parametros
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farmacodindamicos que se produce en el caso de las infecciones por hGISA o GISA
podria anticipar un probable fracaso terapéutico.

La dosis habitual de vancomicina es de 15 mg/kg cada 12 horas (2g/d), via IV,
en infusion lenta, disuelta en suero fisioldgico y continua durante un minimo de 1
hora. La monitorizacion es recomendable en pacientes con insuficiencia renal, en los
enfermos de edad avanzada, obesos, drogadictos, quemados, y pacientes ingresados en
las UClIs, en los que los niveles pueden ser erraticos; éstos deben ajustarse para
alcanzar y mantener los niveles pico y valle adecuados (equivalentes a los de cualquier
paciente). Teicoplanina se puede administrar por via IV o IM, y la dosis habitual es de
6 mg/kg, inicialmente cada 12h, y a partir de la tercera dosis en monodosis diaria. En
infecciones graves, dificiles de tratar, se aconsejan dosis de 12 mg/kg/dia e incluso de
hasta 20 mg/kg/dia en el tratamiento de la endocarditis, que aconseja el mantenimiento
de un valle minimo de 20 ug/ml; por otro lado, en infecciones cutaneas y urinarias mas
leves la dosis de mantenimiento puede reducirse hasta 3 mg/kg/dia. En pacientes con

insuficiencia renal se recomienda reducir la dosis a partir del cuarto dia (44-48).

1.5. EVOLUCION DE LA SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA DE S. aureus

1.5.1. Perspectiva historica

Tras el descubrimiento de la penicilina y su revolucionaria introduccion en los
anos 40, S. aureus fue el primer patdgeno en desarrollar resistencia al B-lactAmico. En
tan s6lo dos afios, aparecieron los primeros casos de resistencia a la penicilina. A los 6
anos de su introduccién, el 25% de las cepas hospitalarias de S. aureus eran ya
resistentes a la penicilina. Las cepas resistentes a penicilina se extendieron, primero en
hospitales y mas tarde en la comunidad y en poco mas de 20 afios, el 80% de las cepas
de S. aureus eran resistentes a la penicilina (69, 70). El estafilococo habia desarrollado
un mecanismo de produccidon de P-lactamasas que hidrolizaban el anillo 3-lactamico,
unidad estructural y funcional del antibiotico y bloqueaba la accion de la penicilina.

La aparicion de la meticilina y resto de penicilinas semisintéticas [-lactamasa-

resistentes (cloxacilina, nafcilina) a principios de los afios 60 supuso un importante
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avance en el tratamiento de la infeccion estafilococica, y redujo de manera drastica la
mortalidad, que habia vuelto a incrementarse a causa del aumento de la prevalencia de
cepas resistentes a penicilina. A pesar de la descripcion de una primera cepa resistente
a meticilina en el afio posterior a su introduccion, las penicilinas p-lactamasa-
resistentes se mostraron durante mas de 20 afios como eficaces agentes terapéuticos; la
aparicion y diseminacion de cepas de MRSA en los 60 y los 70 fue progresiva y a
principios de los 80 se produjeron importantes brotes epidémicos en hospitales de todo
el mundo, primero en EUU y mas tarde en Europa y el resto del mundo. Por entonces,
éstas ya representaban en torno el 25% de los aislamientos hospitalarios de S. aureus.
Muchas cepas SARM, desarrollaron ademads resistencia cruzada a otros grupos de
antibidticos, dejando escasas opciones terapéuticas disponibles. El fendmeno SARM
generd un problema de salud publica de primer orden, que 20 afios mas tarde todavia
persiste (34, 69, 70).

A pesar del considerable arsenal terapéutico disponible en la actualidad, los
glucopéptidos han sido el tratamiento de eleccion y a veces el tinico posible en las
infecciones por MRSA durante los ultimos 20 afios. Sin embargo, ya se ha comentado
previamente que su eficacia es limitada debido a su discreta actividad bactericida in
vitro, a sus caracteristicas farmacocinético-farmacodindmicas y a su toxicidad (a
determinadas concentraciones) (71, 72). Se han descrito numerosos fallos terapéuticos
en el tratamiento de estas infecciones, especialmente en infecciones graves como
endocarditis o infecciones osteoarticulares (71-73). De hecho, se ha demostrado que las
infecciones por MRSA tienen peor pronostico que las causadas por cepas sensibles a
meticilina (MSSA) (74). El incipiente fendmeno de la resistencia a los glucopéptidos ha
agravado esta problematica en los ultimos anos.

En 1997 se documento en Japon el primer aislamiento de una cepa GISA, esto
es, con una CMI a vancomicina > 4 pg/ml (75). Se identificé en un nifio que desarroll6
una neumonia tras un tratamiento prolongado con vancomicina; se aisl6 una cepa de S.
aureus (conocida primero como Mu50) con una CMI de 8 ug/ml a vancomicina
(76). Meses después se describid un segundo caso con resistencia intermedia a
vancomicina en EE UU, y posteriormente se sucedieron otros en el mismo pais, en

Europa y el resto del mundo (77-82). El paso previo al desarrollo de estas resistencias
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es lo que conocemos como heterorresistencia, fendémeno descrito desde el principio de
los 90, pero que no se tuvo en cuenta hasta la aparicién de las primeras cepas GISA.
Las cepas con heterorresistencia a glucopéptidos, o cepas hGISA, son sensibles a
vancomicina o teicoplanina (CMIs < 4 6 8 pg/ml respectivamente), pero contienen
subpoblaciones resistentes (CMIs de 8 pg/ml o mdas para vancomicina) con una cierta
frecuencia (40, 83). Este tipo de cepas representan la etapa precedente a la aparicion de
las cepas con resistencia intermedia; en condiciones de presiéon antibidtica con
vancomicina se seleccionan estas subpoblaciones resistentes, generando una cepa con
resistencia intermedia. Como se ha comentado anteriormente, la heterorresistencia es
un fendmeno mas generalizado (40, 84-90) y al que se atribuye una creciente relevancia
clinica (84-86, 109, 110).

Finalmente, en los Gltimos tres afnos se han descrito en EEUU tres casos de
cepas MRSA resistentes a vancomicina (VRSA o GRSA), con CMIs > 32 ug/ml (91-95).
Aunque, de momento, éste parece un fendmeno anecdotico y localizado, su posible
extension tendria importantes implicaciones, puesto que no existiria ningtin margen de
maniobra en la utilizacion de glucopéptidos, que perderian su eficacia por completo. El
mecanismo de resistencia no esta relacionado con el de las cepas GISA y, como se ha
comentado, tiene su base genética en la adquisicion por conjugacion (via plasmidica)

del gen van A, procedente de cepas de Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina.

1.5.2. Heterogeneidad y resistencia intermedia a glucopéptidos (hGISA v GISA)

1.5.2.1. Definicion, caracteristicas y significacion clinica

Se ha utilizado diferente terminologia en la literatura para describir las cepas de
S. aureus con sensibilidad disminuida a vancomicina (o glucopéptidos), lo que en
ocasiones ha sido causa de cierta confusion. Esta nomenclatura se ha gestado
atendiendo a los criterios diversos para los puntos de corte que tienen las sociedades
cientificas de referencia en diferentes paises.

Segun la NCCLS (USA), las cepas de S. aureus con resistencia intermedia a

vancomicina (vancomycin-intermediate S. aureus, VISA) son aquellas con CMIs para
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vancomicina de 8-16 ug/ml. Como la mayoria de cepas VISA son también resistentes a
teicoplanina se considera mas apropiado el término GISA (glycopeptide-intermediate
S. aureus) (43, 75). Las cepas con CMIs < 4 ug/ml son consideradas sensibles, mientras
que las > 32 pg/ml, son resistentes (vancomycin-resistant S. aureus, VRSA o GRSA). El
grupo MENSURA (Mesa Espafola de Normalizacion de la Sensibilidad y Resistencia a
los Antimicrobianos) asume los mismos criterios para Espana que la NCCLS
norteamericana (96), mientras que en Japdn, Suecia o Inglaterra existen criterios
ligeramente distintos. Asi, la British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) y
sus homologas sueca y japonesa definen a S. aureus como resistente a vancomicina
(VRSA o GRSA) si su CMIs es > 8 pg/ml (40, 76, 97-99), sin que exista una categoria
intermedia. Por ultimo, la resistencia heterogénea a vancomicina se define en aquellas
cepas cuya CMI para vancomicina se sittia a priori entre 1-4 pg/ml (son sensibles), pero
que son capaces de crecer en una placa de BHI-agar suplementada con 4 pg/ml de
vancomicina a una frecuencia minima de 1/10° ufc. Estas subpoblaciones tendrian
CMIs de 8 ug/ml o mas para el glucopéptido. Para denominar a este tipo de cepas
utilizamos el término hVISA (heterogeneous VISA) o, mas apropiado, hGISA
(extendido a todos los glucopéptidos). En otros paises (Japon, Reino Unido, Suecia) se
refieren a hVRSA, puesto que las CMIs de las subpoblaciones estan en el rango de
resistencia y no de resistencia intermedia (40, 84-90).

La principal caracteristica de las cepas GISA es el engrosamiento de la pared
celular (base del mecanismo de resistencia comentado con anterioridad) (76, 78, 83, 90,
100-102). Otras caracteristicas comunes a las cepas GISA son su sensibilidad reducida a
lisostafina, la autolisis disminuida y una tasa de crecimiento mas lenta (90, 103, 104).
Macroscopicamente, GISA y hGISA se presentan como una mezcla de colonias grandes
y pequenas, caracteristica que se ha sugerido como diagndstico potencial en el
laboratorio (105). La tabla 1.2, en la siguiente pdagina, describe algunas de las

diferencias que se dan entre los fenotipos GISA y hGISA.
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Tabla 1.2. Resumen de las principales diferencias entre las cepas de S. aureus con resistencia
intermedia a glucopéptidos (GISA) y aquellas con resistencia heterogénea (hGISA).

GISA hGISA
CIM (ug/ml) [clasificacion] 8-16 [Res. Intermedia] 2-4 [sensible]
Het :
Tipo de Resistencia Homogénea elerogenea

(PAP-AUC/Mu3 > 0,90)

Aumento en la produccion de PG
Alteraciones

bioquimicas y/o Disminucion en el recambio del PG Mismo mecanismo
celulares
Mecanismo Aumento residuos D-Ala-D-Ala libres
L Engrosamiento de la PC y atrapamiento Efecto gradual
Efecto fenotipico , .
de las moléculas de vancomicina (entre VS-MRSA y GISA)
Aparicion 1997 (12 cepa descrita) Principios de los 90
L. . Tratamiento prolongado con Precursor de GISA; seleccion con
Principal factor de riesgo o ] . . .
vancomicina (a partir de hGISA) bajos niveles de vancomicina
Incidencia 20-25 casos descritos 0-5%

La deteccion de las cepas GISA en el laboratorio no estd exenta de dificultades.
Los métodos que se usan de rutina en el laboratorio de microbiologia para los tests de
sensibilidad, como la difusién en disco o el Microscan no son capaces de detectar la
disminucion de la sensibilidad a los glucopéptidos de estas cepas (37, 42, 43, 106). Se
deben realizar tests de sensibilidad cuantitativos a los aislamientos con CMIs de rutina
> 4 pg/ml. Se han recomendado diferentes tests para la deteccion de cepas GISA. El
CDC (Center for Disease Control, USA) adopta tres criterios para la deteccion de una
cepa GISA: (i) tener una CMI de 8-16 ug/ml por el método de microdilucion, (ii) de > 6
ug/ml por E-test y (iii) crecimiento en 24h en placas BHI que contengan 6 ug/ml de
vancomicina a partir de un in6culo de 10% ufc/ml (99, 107). Otras fuentes recomiendan
cultivar las cepas MRSA en placas de Mueller Hinton con 5 ug/ml de vancomicina
(108). Ambos métodos son altamente especificos y sensibles.

La deteccion de cepas hGISA no presenta, todavia, un método estandarizado y
absolutamente fiable. La heterogeneidad en la sensibilidad de la poblacién se puede
observar mediante el andlisis de perfil poblacional (PAP), una técnica compleja que
permite estudiar la frecuencia de las subpoblaciones con CMIs de 8-16 ug/ml. Se han

propuesto diferentes aproximaciones (37, 83) para definir la heterorresistencia; la mas
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reciente, enunciada por Walsh y col. (37), define a una cepa como heterorresistente a
vancomicina si el cociente de las areas bajo la curva del analisis de perfil poblacional
(PAP-AUC) entre esa cepa y la cepa control Mu3 es > 0,90 (la cepa control Mu3 fue
descrita por Hiramatsu y col.) (40). Realizar este tipo de tests de forma rutinaria es
costoso econdmica y logisticamente para muchos centros, pero la utilizaciéon de otros
métodos puede comportar resultados poco fiables.

GISA y hGISA han sido descritos como fenotipos inestables, cuya expresion en
una u otra forma dependeria de la presion selectiva de vancomicina o (3-lactamicos.
Como se ilustra en la figura 1.2, en presencia del glucopéptido se seleccionarian cepas
con resistencia intermedia (CMI > 4 pg/ml) a partir del precursor hGISA, pero el
fenotipo GISA revertiria a hGISA (CMI < 4 ug/ml) en ausencia de vancomicina. En este
sentido, en las infecciones causadas por hGISA y GISA que se han descrito, la mayoria
de pacientes habian sido tratados previamente con vancomicina o (3-lactamicos, dato
que refuerza la influencia de la presion selectiva con estos antibidticos (38, 83). La
exposicion previa a glucopéptidos se considera, pues, el principal factor de riesgo para
el desarrollo de resistencias a los mismos, aunque no el tinico. Algunas enfermedades
de base (Diabetes Mellitus, inmunosupresion), la hemodialisis, las intervenciones
quirdrgicas recientes o alguna infeccién previa por MRSA, asi como las infecciones que
comportan una alta carga bacteriana (abscesos, endocarditis o infecciones por cuerpo
extrafio) son también importantes factores asociados (38, 83, 84, 86, 109-111). El
impacto clinico de las cepas GISA debe analizarse teniendo en cuenta la mencionada
dificultad habitual de tratamiento de las infecciones por MRSA, en muchos casos
multirresistentes, y a menudo asociado a fallos terapéuticos con los glucopéptidos (71-
73), en infecciones originadas por cepas sensibles; en este contexto, una pérdida de
sensibilidad introduce una variable de muy mal prondstico. De hecho, todas las
infecciones asociadas a cepas GISA han tenido un curso muy prolongado y recaidas
con fracaso terapéutico. Ademds, aunque la prevalencia no parece preocupante, la

mortalidad asociada a éstas es alta (86).
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N LN

Inestable Estable

GISA heterorresistente

A

Vancomicina o B-lactamico Vancomicina

Figura 1.2. hGISA representa un estatus evolutivo de S. aureus para adaptarse a la presencia
de glucopéptidos. Fenotipicamente se sittia entre VS-MRSA y GISA. hGISA contiene células
GISA con una cierta frecuencia para garantizar su supervivencia como cepa. La exposicion
prolongada a vancomicina promueve la selecciéon de GISA a partir de hGISA. Las células
GISA que sobreviven a la presion antibidtica con vancomicina pueden recuperar el estatus
hGISA cuando ésta cesa. De la misma forma, existen ciclos de seleccion y reversion entre VS-
MRSA y hGISA por presion antibidtica con vancomicina o {-lactdmicos; algunas cepas
hGISA inestables recuperan su estatus VS-MRSA en ausencia de antibiético. (Adaptado de
refs. 83 y 102).

1.5.2.2. Implicaciones en el tratamiento y alternativas

Las cepas GISA permanecen sensibles a cotrimoxazol, antibiotico de limitada
eficacia. Algunas conservan sensibilidad a cloranfenicol, tetraciclinas, rifampicina o
gentamicina. La combinacion de algunos de estos antibioticos ha sido el tratamiento
utilizado en muchos de los casos de infeccion por GISA, en general sin éxito (76-82). En
los pacientes que siguieron una buena evolucién la terapia antibidtica se asocié a un
tratamiento concomitante con drenaje quirurgico del foco de infeccion o retirada de
catéteres (76, 79, 112).

Los nuevos antibidticos y algunas combinaciones son las tnicas opciones
disponibles potencialmente eficaces. El papel de linezolid, quinupristina/dalfopristina
o daptomicina, con muy buena actividad in vitro frente a MRSA y GISA, no esta bien

establecido (88). Estudios experimentales y clinicos aportan datos prometedores de
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linezolid frente a GISA y hGISA (110, 114, 115). Entre las combinaciones de antibidticos
clasicos que se han sugerido como posibles alternativas esta la formada por
glucopéptidos y {-lactdmicos, que ha mostrado sinergia frente a S. aureus con
diferentes fenotipos de sensibilidad a glucopéptidos y -lactdmicos en experimentos in
vitro (116-122). Sieradzki y Tomasz demostraron que la combinacion in vitro de ambos
antibidticos era sinérgica frente a dos cepas GISA, una clinica y una mutante de
laboratorio altamente resistente. Segun los autores, este efecto se basa en la
recuperacion de la sensibilidad a los (3-lactamicos en estas cepas tras las alteraciones de
la pared celular que implica la resistencia a vancomicina (123, 124). Asimismo, Howe et
al estudiaron las interacciones in vitro entre ambos antibidticos frente a cepas de S.
aureus con diferente sensibilidad (MSSA, MRSA, hGISA y GISA), hallando sinergia a
altas concentraciones de vancomicina con [(-lactdmicos y antagonismo a bajas
concentraciones de ambos antibioticos (118). Finalmente, Climo et al demostraron que
la combinacién entre vancomicina y nafcilina fue eficaz in vivo en un modelo de
endocarditis por GISA en el conejo, en el que el la monoterapia con vancomicina
fracasé (121). Posteriormente han surgido informaciones contradictorias sobre el efecto
in vitro de estas combinaciones, con lo que su posible papel como alternativa

terapéutica no ha quedado definido (118, 125-127).

1.6. MODELOS ANIMALES DE INFECCION EXPERIMENTAL

1.6.1. Importancia v aplicaciones

Los modelos animales de infeccién son un eslabéon fundamental entre los
estudios in vitro y los estudios clinicos. Histéricamente, estos modelos han contribuido
al conocimiento de la patogénesis de un buen nimero de enfermedades, y, lo que es
mas importante, al desarrollo de terapias efectivas para su curacion.

Tanto en el desarrollo de nuevos farmacos como en el estudio de los ya
existentes , la evaluacién en modelos animales es un pre-requisito indispensable como
paso previo al ensayo clinico; esta etapa aporta informacion esencial sobre la eficacia y

la seguridad en el caso de nuevos farmacos (esencialmente propiedades relacionadas
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con la farmacocinética y la farmacodinamica de la molécula) o sobre la pérdida de
eficacia y como mejorarla en el caso de farmacos ya existentes (128, 129). En el campo
de las enfermedades infecciosas esto es especialmente relevante debido al dinamismo
intrinseco de las bacterias, que evolucionan constantemente generando cepas
resistentes a la accion de los antibidticos. El desarrollo de resistencias a los antibidticos
en diferentes grupos de bacterias se ha incrementado dramaticamente en los tiltimos 30
anos; en este contexto, los modelos animales de infeccién experimental han tenido un
notable papel y van a tener todavia mayor protagonismo en los préximos afios (130).
Los modelos animales de infeccion presentan ventajas incuestionables, como su
reproducibilidad, el estudio de diferentes variables en funcién de los objetivos o la
adaptabilidad al andlisis estadistico del nimero de animales (n). Por otro lado, también
tienen limitaciones, como la dificultad para mimetizar en los animales la enfermedad
humana o el diferente perfil farmacocinético de los farmacos en los animales y en el
hombre, que no permite dosificar de la misma forma en un caso y en otro. En este
sentido, el criterio principal en los modelos animales es alcanzar los niveles séricos del
hombre y/o ajustar los parametros farmacodindmicos a los humanos, lo que implica, en
general, mayores dosis y menores intervalos de dosificacién para compensar la rapida
eliminacion que se produce en los animales) (131). Debe resaltarse que los datos
obtenidos en los modelos animales de infeccion y en los modelos experimentales en
general no permiten una extrapolacion directa a los humanos, aunque si sirven de guia

para iniciar la investigacion clinica .

1.7.2. Principales modelos. Modelo de peritonitis en raton

En funcién de algunas de las caracteristicas mencionadas anteriormente se
definen diferentes tipos de modelos animales (130). Los modelos de cribado, como el
modelo de septicemia en el ratén, representan un primer test in vivo para evaluar la
eficacia de un antibidtico o combinacion, utilizando tipicamente la mortalidad como
variable principal. Es el modelo mas sencillo y rentable, aunque presenta notables
limitaciones: evoluciéon rapida y fatal respecto a la infeccion en humanos y extrema

sensibilidad dependiente del tamafio del indculo utilizado para provocarla; por estos

47



48

Introduccion

motivos, muchas veces se le da a este modelo una orientacion mas profilactica. Los
modelos ex vivo simulan mas fielmente la enfermedad humana. Entre éstos estan los
modelos de cuerpo extrano, en los que la infeccidn es posterior al implante del mismo
y, en algunos casos, se cronifica si no se actila, como sucede en las infecciones
protésicas en la clinica; el efecto de los antibidticos y otros parametros se estudian in
vitro a partir de las muestras extraidas del cuerpo extrafo. Los modelos mono- o poli-
paramétricos se centran en el examen de uno ¢ mads parametros durante el
experimento, sin esperar (como los modelos de cribado) al efecto terapéutico ultimo
(cura o muerte). Se suelen obtener muestras seriadas de sangre, fluidos o tejidos para el
estudio de la eficacia o de mecanismos de accion. Los modelos en pequefios roedores
suelen ser ejemplos de modelos monoparamétricos. Los modelos ex vivo y
monoparamétricos son utiles en la comparacion entre antibidticos y, principalmente,
permiten investigar efectos de los antibidticos que no pueden ser estudiados en
humanos por razones técnicas y/o éticas. Finalmente, los modelos discriminativos son
los disefiados para mimetizar al maximo la enfermedad humana. Estos modelos
permiten delimitar las indicaciones en las que un antibidtico o combinacidon puede ser
efectivo y/o estudiar las interacciones huésped-antibidtico-microorganismo. Los
principales ejemplos son los modelos de endocarditis o de meningitis en el conejo,
ampliamente utilizados, aunque también hay otros ejemplos, como el modelo de
osteomielitis en conejos o ratas, neumonia en cobayas inmunosuprimidas o algunos
modelos de infeccidn del tracto urinario en cerdos o en ratas (130).

El modelo de peritonitis en el raton es una extension del modelo original de
septicemia. Como se ha comentado, éste ha sido tipicamente utilizado como primer
cribado in wvivo, con la mortalidad/supervivencia como variable principal vy,
generalmente, con una gran sensibilidad al tamafio del in6culo, lo que provoca un
rapido desenlace de la infeccion (131,132). Estas caracteristicas han hecho de éste un
modelo 1util pero poco afinado. Sin embargo, éste se puede refinar introduciendo
algunas modificaciones (133), aproximandolo mds a un modelo ex-vivo o
monoparamétrico. Con objeto de obtener mas informacion y mas precisa se pueden
utilizar otras variables, como el recuento en el liquido peritoneal o en sangre, o ajustar

el tamano del indculo en funcién de la cepa de ratén o la cepa bacteriana. Ademas, el
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estudio farmacocinético a partir de los niveles séricos permite ajustar diferentes dosis y
llevar a cabo estudios mas completos. El modelo de peritonitis se ha utilizado con todo
tipo de microorganismos y para estudios muy diversos. Entre sus aplicaciones estan
estudios de eficacia antibidtica, estudios inmunologicos, de patogénesis, de
farmacodinamica o la evaluacion in vivo de las interacciones entre antibioticos (133).

Staphylococcus aureus ha sido ampliamente utilizado en este modelo.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Aunque no exentos de limitaciones, los modelos animales permiten establecer
una aproximacion a la infeccion que se da en humanos. Los estudios in vitro valoran la
actividad microbioldgica de uno o varios antibidticos frente a un organismo, pero éstos
carecen del entorno fisioldgico e inmunolodgico que si aporta el modelo experimental y
que permite una valoracion mas fiable de la eficacia de un antibiético o combinacién en
el tratamiento de una infeccion.

En este sentido, creemos que un modelo de infeccion peritoneal en raton puede
ser de gran utilidad para estudiar las infecciones producidas por cepas de MRSA con
sensibilidad disminuida a glucopéptidos. Por un lado, nos planteamos cudl es la
influencia real de esta pérdida de sensibilidad en la eficacia del tratamiento clasico con
glucopéptidos frente a este tipo de cepas (hGISA y GISA). Por otro, resultaria de gran
interés evaluar posibles alternativas terapéuticas en este contexto.

Hemos planteado las siguientes hipdtesis de trabajo:

i. La presencia de heterorresistencia a vancomicina podria afnadir dificultades al
tratamiento de las infecciones por MRSA, especialmente aquellas relacionadas
con cuerpo extrano o con abscesos. Este hecho, que ha sido observado por
diferentes autores a nivel clinico (84-86, 109, 110), se manifestaria con mas
claridad en las infecciones causadas por cepas de S. aureus con resistencia
intermedia a glucopéptidos.

ii. Algunos estudios in vitro han demostrado la actividad sinérgica de la
combinacion de glucopéptidos y (-lactamicos frente a diferentes cepas de S.
aureus, incluyendo cepas MRSA con sensibilidad disminuida a glucopéptidos
(116-122). Este hallazgo abriria la posibilidad de un tratamiento alternativo para
las infecciones producidas por cepas hGISA o GISA, recuperando parte o toda
la actividad de los P-lactdmicos frente a estas cepas de S. aureus cuando se
utilizaran conjuntamente con glucopéptidos (123, 124). Este efecto deberia
confirmarse in vivo mediante un modelo animal antes de poder ser

recomendado en los pacientes.
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Hipdtesis y Objetivos

Para valorar la eficacia del tratamiento cldsico con glucopéptidos en la infeccion
por cepas hGISA y GISA, consideramos necesario incluir en el estudio una cepa
sensible a éstos (MRSA), que nos proporcionara un control de la actividad de los
glucopéptidos en nuestro modelo. Por otro lado, una cepa sensible a meticilina (MSSA)
nos permitiria controlar la eficacia de los P-lactdmicos en el modelo, y tener una
referencia para valorar posteriormente la eficacia de las combinaciones glucopéptido +
B-lactamico. Este disefio validaria el modelo a la vez que nos proporciona unos
patrones de actividad de referencia con los que comparar la eficacia frente hGISA y
GISA. Asi, los B-lactdmicos deberian ser activos frente a cepas MSSA y no frente a
MRSA, hGISA y GISA, mientras que los glucopéptidos deberian ser activos, como
minimo, frente a las dos primeras.

De esta forma, el estudio incluyé finalmente cuatro cepas de S. aureus con
diferentes grados de sensibilidad a glucopéptidos y a P-lactdmicos: MSSA, MRSA,
hGISA y GISA. El estudio in vitro con estas cuatro cepas nos permitiria confirmar los
datos publicados sobre la actividad de las combinaciones antes de su evaluacion in
vivo. Los antibidticos estudiados fueron, por un lado, los glucopéptidos vancomicina y
teicoplanina, y, por otro, los B-lactamicos cloxacilina y cefotaxima. Cloxacilina se
escogio como agente estafilococico clasico frente a MSSA y cefotaxima como [3-
lactdmico de amplio espectro (cefalosporina de tercera generacién) de extenso uso
clinico y que conserva cierta actividad frente a S. aureus pese a no ser un

antiestafilocdcico de eleccion.




Hipoétesis y Objetivos

2.1. OBJIETIVOS CONCRETOS

Primero: Desarrollar un modelo de peritonitis por S.aureus en el raton.

Segundo: Estudiar si las infecciones ocasionadas por cepas de MRSA con
heterorresistencia y con resistencia intermedia a glucopéptidos presentan una
dificultad terapéutica afiadida, mediante la comparacion del tratamiento de la
peritonitis experimental producida por cuatro cepas de S.aureus con diferente

sensibilidad a glucopéptidos.

Tercero: Estudiar si las combinaciones glucopéptido + -lactdmico (cloxacilina y
cefotaxima) presentan actividad sinérgica in vitro mediante curvas de letalidad
frente a cuatro cepas de S. aureus con diferente sensibilidad a glucopéptidos.
Estudiar si existe alguna relacion entre la sinergia y el grado de resistencia a

glucopéptidos.

Cuarto: Estudiar si existe diferencia entre la eficacia in vivo de la monoterapia con
glucopéptidos y una combinacion glucopéptido + (-lactdmico (cloxacilina y
cefotaxima) en el tratamiento de la peritonitis experimental producida por

Staphylococcus aureus con diferentes grados de sensibilidad a los glucopéptidos.

55






DISENO EXPERIMENTAL

57






Diseiio Experimental

3. DISENO EXPERIMENTAL

3.1. CEPAS DE ESTUDIO

Tanto en los estudios in vivo con el modelo de peritonitis en el ratéon como en las
curvas de letalidad in vitro se utilizaron cuatro cepas de S. aureus con diferentes grados
de sensibilidad a glucopéptidos y p-lactdmicos. Cada una de las cepas representa un
perfil de resistencia de S. aureus diferente. Las cepas A, B y C, que corresponden a los
aislamiento clinicos HUB 954, HUB 283 Y HUB 783, fueron aisladas en el Hospital
Universitari de Bellvitge y corresponden, a su vez, a los perfiles de resistencia MSSA,
MRSA y hGISA. La cepa D (Mu 50 6 ATCC 700699) es una cepa GISA y fue aislada en
Japén en 1997 como la primera cepa con resistencia intermedia a glucopéptidos (76). La
cepa C (HUB 783), hGISA, pertenece al clon ibérico y fue confirmada como
heterorresistente a vancomicina tras el crecimiento de subpoblaciones a una frecuencia
de 3,6 x 10° en placas de Mueller-Hinton con 4 ug/ml de vancomicina, como ha sido
previamente descrito (84); esta cepa es equivalente a la cepa heterorresistente Mu3,
procedente de Japdn y aceptada como control de este tipo de cepas (40, 37).

Las CMIs (en la tabla 3.1) de las diferentes cepas a los glucopéptidos y f3-
lactdmicos incluidos en el estudio se determinaron por el método de macrodilucion,

siguiendo las directrices de la NCCLS (134).

Tabla 3.1. CMIs (ug/ml) de las cepas de estudio a glucopéptidos y 3-lactdmicos.

O — Cepa A (HUB 954) Cepa B (HUB 283) Cepa C (HUB 783) Cepa D (Mu50)

MSSA MRSA hGISA GISA
Cloxacilina 0,38 512 1024 1024
Cefotaxima 0,5 1024 1024 2048
Vancomicina 1 2 4 8
Teicoplanina 0,5 1 8 16
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3.2. ESTUDIOS in vitro: CURVAS DE LETALIDAD

Se evalud la actividad bactericida de vancomicina, teicoplanina, cloxacilina y
cefotaxima en solitario, y de vancomicina y teicoplanina en combinacion con ambos (-
lactamicos. Las concentraciones de los antibidticos se seleccionaron en funciéon de los
niveles séricos alcanzables en humanos en todos los casos. En el caso de los
glucopéptidos se escogieron concentraciones ligeramente por encima y por debajo de
la CMI (4xCMI, 2xCMI, 1xCMI, 1/2xCMI y 1/4xCMI), que son coincidentes con gran
parte de la curva concentracion-tiempo en suero de éstos. Para los 3-lactamicos, ambos
con CMIs parecidas, las concentraciones utilizadas variaron entre la cepa MSSA vy el
resto. En el caso de la primera, se selecciond un rango de concentraciones desde 2xCMI
hasta 1/8xCMI; las concentraciones sub-CMI se evaluaron para comprobar su efecto en
las combinaciones (a pesar de no llegar al rango de concentraciones séricas que
encontramos en humanos). En cuanto a las cepas resistentes a meticilina, se escogieron
concentraciones desde 1xCMI hasta 1/128xCMI (las concentraciones entre 1/16 y 1/128
son las que tienen relevancia, pues las que son superiores superan de mucho las
alcanzables en la practica), utilizando la primera como control de actividad. En las
combinaciones se asociaron los glucopéptidos a concentraciones de 1xCMI, 1/2xCMI y
1/4xCMI (las concentraciones por encima de la CMI ya fueron eficaces, por lo que no
hubieran permitido detectar un hipotético efecto sinérgico) a los p-lactdmicos a las
concentraciones citadas anteriormente (2x, 1x, 1/2x, 1/4x y 1/8xCMI para la cepa MSSA
y de 1x, ¥ax, 1/16x, 1/64x y 1/128xCMI para las otras tres).

Las curvas de letalidad se efectuaron segun el método de la NCCLS (135),
utilizando tubos de 10 ml de caldo Mueller-Hinton en los que se prepararon las
diferentes concentraciones de los antibidticos en solitario o combinados.
Posteriormente se afiadid a cada tubo el in6culo de S. aureus adecuado para un alcanzar
un recuento inicial entre 5 x 105 y 5 x 10¢ ufc/ml. Los tubos se incubaron durante 24
horas a 37°C en una estufa con agitacion. Se tomaron muestras de cada tubo alas 0, 8 y
24h de incubacién y se cultivaron para obtener el recuento bacteriano en cada uno de

los puntos horarios. La actividad bactericida se calculd para cada concentracion de
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antibidtico o combinacion a partir del descenso de los recuentos obtenidos a lo largo

del tiempo. Los experimentos se realizaron por duplicado.

3.3. ESTUDIOS in vivo: MODELO DE PERITONITIS Y ESTUDIOS DE EFICACIA

Los estudios con animales fueron aprobados por el Comité Etico de
Experimentacion Animal (CEEA) de la Universitat de Barcelona.

El modelo de peritonitis en el ratéon desarrollado en este estudio es una version
modificada de un protocolo previamente descrito (133, 136, 137). En una primera fase
se llevaron a cabo una serie de experimentos para ajustar el modelo a nuestros
objetivos. Se estudi6 la infeccion peritoneal por S. aureus en funcion de diferentes
parametros (indculo bacteriano, cepa de raton, puntos horarios), y se evaluaron las
diferentes variables utilizadas en el seguimiento de la infeccién y/o el tratamiento
(recuentos bacterianos, bacteriemia y supervivencia). Se ajustaron los parametros para
conseguir un modelo viable y 1til en los estudios terapéuticos posteriores.

Una vez estandarizado el modelo, se realizaron los experimentos terapéuticos,
en los que se evaluo la eficacia del tratamiento (con los diferentes grupos terapéuticos
definidos mas adelante) de la peritonitis producida por cada una de las cuatro cepas de
S aureus. Se realizaron también estudios farmacocinéticos con ratones sanos para

seleccionar las dosis de antibidtico adecuadas.

3.3.1. Modelo de peritonitis por S. aureus en el raton

Se estudiaron dos cepas de ratdn, la cepa hibrida ICR CD-1 (hembras de entre 6-
8 semanas y unos 30 g de peso) y la cepa consanguinea C57BL/6 (hembras de 6
semanas y unos 14-16 g de peso). Los ratones se estabularon en jaulas de (10
ratones/jaula) y tuvieron libre acceso a comida y agua.

La preparacion del indculo bacteriano se realizé en el Servicio de Microbiologia
del HUB de acuerdo con el siguiente protocolo: a partir de alicuotas congeladas (de las
diferentes cepas de S. aureus) se hizo un pase a una placa de TSA 5% SB de la cepa a

ensayar, que se incub6 durante la noche a 37°C. Al dia siguiente, se resuspendieron
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algunas colonias en caldo TSB y se hicieron crecer durante 4-6h a 37°C.
Inmediatamente antes de la inoculacion, el cultivo crecido en TSB se centrifugo y el
sedimento bacteriano se resuspendi6 en suero fisioldgico estéril hasta ajustarse a una
D.O. de 0.5 McFarland (equivalente a una concentracion bacteriana de ~10®8 UFC/ml).
Posteriormente se hicieron diluciones 1:10 hasta obtener el inoculo adecuado. Se
probaron indculos entre 10°y 10® ufc/ml.

El indéculo final utilizado para la infeccién consistié en la citada suspensiéon
bacteriana a la que se afiadio en nuestro laboratorio un 5% de mucina (previa diluciéon
1:1 de la suspension bacteriana original con una preparacion de mucina porcina al 10%
en SF), que se utiliza como adyuvante en la inoculaciéon. La mucina potencia la
virulencia basal de la bacteria inhibiendo el sistema local de macréfagos, lo que hace al
ratén mads susceptible a la infeccion.

La inoculacion se llevé a cabo por inyeccion intraperitoneal (IP) de 0.5 ml del
indculo (mediante jeringa 26G). Los ratones volvieron a la jaula hasta su sacrificio. Se
realizaron estudios de supervivencia y se superviso la evolucién de la infecciéon en
diferentes puntos horarios: las 2, 4, 6, 8, 16 y 24 h para seleccionar el momento mas
adecuado de inicio del tratamiento en los estudios terapéuticos. Los tres parametros
experimentales mencionados, esto es, la cepa de ratén, el tamafno de indculo y los
puntos horarios, se valoraron a partir de tres variables principales: el recuento
bacteriano en el liquido peritoneal (LP), la presencia de bacteriemia y la mortalidad. El
criterio para ajustar los parametros experimentales fue, por un lado, elegir la cepa de
raton que fuera mas sensible a la infeccion, que permitiera obtener recuentos altos y
homogéneos en LP, hemocultivos positivos, y que éstos se mantuvieran mas o menos
constantes en el tiempo; por otro, encontrar un tamafio de indculo lo suficientemente
virulento (que cumpliera el criterio anterior), pero que no produjera una mortalidad
demasiado alta en las primeras horas tras la inoculaciéon. Esto era particularmente
importante si se queria trabajar con controles sin tratamiento en paralelo a los grupos
terapéuticos y que éstos sobrevivieran, por lo menos, durante las primeras 24h para
poder establecer comparaciones. Los recuentos altos en LP y la bacteriemia permitirian
asegurar la infeccién y con ello un buen punto de partida para valorar la accion de los

antibioticos. El punto horario de inicio de tratamiento debia ser aquel que garantizase
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todo lo mencionado: infeccién patente, con recuentos altos en LP y bacteriemia, pero
minima mortalidad. Con estos criterios se analizaron los diferentes parametros en los

puntos horarios mencionados anteriormente.

Inoculacion intraperitoneal

3.3.2. Obtencion y procesamiento de muestras

Para la obtencion de muestras de liquido peritoneal y sangre en los puntos horarios
seleccionados, tanto en los experimentos de estandarizacion como en los terapéuticos
(una vez definido el modelo), se siguid el siguiente protocolo: los ratones se
anestesiaron con una dosis de 40 ul IP de una combinacion de Ketamina/Xylacina (100
mg/kg de Ketamina y 10 mg/kg de Xylacina; combinacién 4:1 v/v a partir de los viales
comerciales). Con el animal dormido, se realizé un lavado peritoneal inyectando 2 ml
de SF IP seguido de un masaje externo abdominal de un minuto para homogeneizar el
contenido peritoneal. Inmediatamente, se extrajeron 100 pl de sangre por puncion
intracardiaca y, en este punto, el animal se sacrifico por dislocacion cervical. A
continuacion, se abrid el abdomen y se recuperaron 200 pl de LP mediante técnica
aséptica. Las muestras de LP se utilizaron para el recuento de colonias. Se realizaron
cultivo directo (10 ul) y diluciones seriadas 1:10 en SF, que se sembraron (100 ul) en
placas de TSA 5% SB y se incubaron 24h a 37°C. El limite de deteccién para el recuento
con este método fue de 10! ufc/ml. Para evitar las posibles interferencias en el recuento

por efecto del arrastre del antibidtico, la muestra se depositd en el centro de la placa, se
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dejé que fuera absorbida por el agar y, una vez seca, se extendidé sobre la placa.
Respecto a las muestras de sangre, tras la puncion intracardiaca, los 100 pl de sangre se
cultivaron en caldo TSB (24h a 37°C). Al dia siguiente, se resembraron 100 pl en placa y
se incubaron nuevamente 24h a 37°C para comprobar el crecimiento bacteriano y, por
tanto, la presencia o no de bacteriemia. La bacteriemia se expreso en forma cualitativa,
como porcentaje de hemocultivos positivos. Por ultimo, se hizo un seguimiento de la
mortalidad en los diferentes puntos horarios (desde las 2 hasta las 24h post-

inoculacion), que expresé también como porcentaje de éxitus.

Lavado peritoneal y extraccion de liquido para cultivar

Extraccion de sangre para hemocultivo

3.3.3. Estudio farmacocinético vy calculo de pardmetros PK/PD

Antes de iniciar los experimentos terapéuticos se realizaron estudios

farmacocinéticos con cada uno de los antibidticos. El objetivo de éstos fue seleccionar
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las dosis y establecer los regimenes de dosificacion mas adecuados para alcanzar un
perfil farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD) lo mas parecido al humano. Para ello,
ademds de los parametros farmacocinéticos bdsicos, se calcularon los parametros
farmacodindmicos que habitualmente se utilizan como para predecir la eficacia, y que
dependen de cada grupo de antibidticos. Mdas abajo se concretan los parametros
utilizados.

Para el estudio farmacocinético de cada uno de los antibidticos se utilizaron 20-
22 ratones sanos. La eleccion de las primeras dosis a ensayar se efectué basandonos en
estudios farmacocinéticos previos con ratones (62, 137-142). El antibiotico se administrd
via subcutdnea, en una dosis tnica y ajustada al peso de cada ratén. Tras la
administracion del antibidtico, grupos de 3 ratones fueron asignados aleatoriamente a
un punto horario para la obtencién de muestras, hasta completar 6 puntos por cada
antibiotico. En cada punto, los animales se anestesiaron segun la pauta descrita
anteriormente y se les extrajo sangre (400-500 ul) mediante una incisién en el plexo
periorbital del ojo (el ratén muere por exsanguinacién bajo el efecto de la anestesia). A
continuacion, las muestras de sangre se centrifugaron (10 min.; 5000 rpm), se recuperé
el suero y se guardd a -80°C hasta su andlisis.

Los parametros farmacocinéticos y farmacodindmicos se calcularon con la
ayuda de una aplicacién informatica (PK Functions for Microsoft Excel. Usansky, J. L,
Desai, A. and Tang-Liu, D. Department of Pharmacokinetics and Drug Metabolism,
Allergan, Irvine, CA 92606, U.S.A.) a partir de la concentracién de antibiotico en suero
en los diferentes puntos horarios (grafica concentracion-tiempo). Se calcularon los
siguientes parametros farmacocinéticos: concentracion pico en suero (Cmax), vida media
(T1z2; a partir de la constante de eliminacién), drea bajo la curva (AUC; a partir de la
curva concentracion-tiempo) y a partir de éstos los pardmetros farmacodindmicos
(PDIs, pharmacodynamic indices): cociente de inhibicion (IQ; IQ=Cma/CMI),
AUC/CMI (o AUIC) y tiempo en que la concentracion del antibidtico en suero estd por
encima de la CMI (T>CMI). T>CMI es el PDI que mejor predice la eficacia de los
antibioticos (-lactamicos, mientras que para los glucopéptidos no existe todavia un
consenso sobre cudl o cudles son los parametros y se tienen en cuenta, tanto el T>CMI

como el IQ (61, 65, 66). Algunos autores consideran el pardametro AUC/CMI, que
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estaria entre los dos anteriores (66-68), como el mas apropiado, mientras otros se
inclinan por la concentracion sérica valle (44, 45, 47).

Finalmente, basandonos en la farmacocinética humana (44-47, 60), en estudios
farmacodindmicos previos (61, 62, 65-68, 137) y, finalmente, en los parametros
farmacocinéticos y farmacodindmicos obtenidos, seleccionamos las dosis finales que
iban a ser administradas a los animales. Vancomicina se administré a 30 mg/kg/4h
(dosis diaria total de 180 mg/kg), teicoplanina a 40 mg/kg/24h (dosis diaria total de 40
mg/kg), cloxacilina a 160 mg/kg/2h (dosis diaria total de 1,6g/kg) y cefotaxima a 200
mg/kg/2h (dosis diaria total de 2g/kg).

Administracion subcutanea del antibiotico

3.3.4. Determinacion de la concentracion de antibiotico

La concentracion de los antibidticos en suero se determind empleando
diferentes técnicas en funcion del grupo de antibidticos. La concentraciéon de los
glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina) se realizO mediante la técnica de
inmunoensayo de polarizacion fluorescente (FPIA, fluorescent polarization
immunoassay) con ayuda de un analizador TDx y de los reactivos, controles y
calibradores facilitados por la firma que los comercializa (ABBOTT CIENTIFICA S.A.,
Diagnostics Division, Costa Brava 13, 28034 Madrid). El limite de deteccion se situd en
2 ug/ml para vancomicina y 1,7 pg/ml para teicoplanina. Las concentraciones de los 3-

lactamicos (cloxacilina y cefotaxima) se determinaron mediante bioensayo de difusion




Diseiio Experimental

en disco (0 método microbioldgico) (143). Las microorganismos indicadores utilizados
fueron S. aureus ATCC 29213 para cloxacilina y E. coli ATCC 25922 para cefotaxima y se
uso Antibiotic Medium No. 1 de DIFCO Labs. como medio de cultivo. El nivel de

deteccion fue de 0,5 pg/ml para cloxacilina y 1 pg/ml para cefotaxima.

3.3.5. Experimentos terapéuticos: protocolo final vy pautas antibidticas

| INOCULACION |

-4h Oh 24h 48h

1 ! b8 U
_ Il

INICIO | |
TRATAMIENTO
Controles
Controles Grupos

terapéuticos

Figura 3.1. Esquema del disefio experimental del modelo de peritonitis
por S. aureus en el raton.

El disefio de los experimentos terapéuticos de la peritonitis por las diferentes
cepas de S. aureus se esquematiza en la figura 3.1. Cuatro horas después de la
inoculacion, se inicid el tratamiento. En este punto (hora 0), se asigno aleatoriamente a
los ratones a una pauta antibiotica o al grupo control sin tratamiento (se les administrd
SF como placebo) y se administré la primera dosis de cada uno de los antibidticos o
combinaciones. Las pautas antibioticas estudiadas (correspondientes a los diferentes
grupos terapéuticos) se encuentran en la tabla 3.2. En cada experimento, a la hora 0 se
sacrificaron 2 ratones como controles de la infeccion. El tratamiento antibiético (o
placebo) se prolongd durante 24h, momento en el que todos los ratones fueron
sacrificados para obtener muestras de sangre y LP (hora 24), siguiendo el protocolo

descrito anteriormente. En cada experimento se trabajo con 20 ratones, incluyendo
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controles (horas 0y 24) y grupos terapéuticos (hora 24) y con un minimo de dos pautas
antibidticas por experimento. Los experimentos se realizaron semanalmente hasta

completar el nimero de ratones necesario estadisticamente.

TABLA 3.2. Pautas antibidticas evaluadas en el tratamiento de la peritonitis para cada
una de las cuatro cepas. Monoterapias, combinaciones y controles.

Cloxacilina 160 mg/kg/2h (CLO)
Cefotaxima 200 mg/kg/2h (CTX)
Vancomicina 30 mg/kg/4h (VAN)
Teicoplanina 40 mg/kg/24h (TEI)

Vancomicina + Cloxacilina
Vancomicina + Cefotaxima
Teicoplanina + Cloxacilina

Teicoplanina + Cefotaxima

CONTROL (Placebo con SF)

En los experimentos correspondientes a la infeccion por las cepas GISA y
hGISA, se investigd la posibilidad de cambios en la sensibilidad de estas cepas a los
glucopéptidos por la seleccion de subpoblaciones resistentes a vancomicina o
teicoplanina a lo largo del tratamiento experimental con éstos. Asi, se realizo una
nueva determinacién de la CMI a las colonias crecidas a partir del LP de ratones
tratados con glucopéptidos durante 24 h. La eficacia de un antibidtico o combinacién se
midié como el descenso en el recuento bacteriano tras 24h de tratamiento con esa

pauta.

3.3.6. Analisis farmacodinamico

Mas alla del cdlculo de los parametros farmacodinamicos que nos ayudan a

predecir la eficacia (ver apartado 3.3.3), se realizé un analisis ulterior con objeto de
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reforzar algunas de las conclusiones sobre nuestros resultados, esencialmente sobre la
eficacia de vancomicina y su combinacién con cloxacilina. Con esta idea, estudiamos,
primero, el resultado de la monoterapia con vancomicina y posteriormente el de las
combinaciones. En el primer caso, el andlisis consistio en realizar una regresion lineal
para valorar la correlacion entre la eficacia in vivo de vancomicina y la sensibilidad de
ésta para cada cepa (o también los PDIs de vancomicina para cada cepa, que son
proporcionales a su sensibilidad). El andlisis de la eficacia de las combinaciones fue
mas complejo. Evaluamos la eficacia de la combinacién vancomicina y cloxacilina
seguin el método de Mouton y col. (144). Tal como se ha descrito anteriormente (apart.
3.3.3), se calcularon los PDIs para vancomicina y cloxacilina, y obtuvimos diferentes
valores a partir cada una de las cepas del estudio (por su diferente sensibilidad). La
eficacia de la monoterapia con vancomicina o cloxacilina fue entonces descrita como
una funcién del PDI mas apropiado para cada uno de los antibioticos, y esto se hizo
mediante un modelo de regresion lineal. En el caso de cloxacilina estd ampliamente
aceptado que el t>CMI es el indice que mejor predice la actividad de los B-lactamicos;
para vancomicina, se observd que la mejor correlacion con la eficacia fue para el
parametro AUC/CMI (la seleccion del indice mas apropiado se hizo previamente
mediante un andlisis de regresion multiple entre los diferentes PDIs posibles: t>CMI,
Pico/CMI. AUC/CMI y la eficacia de la monoterapia). Una vez descrito el modelo de la
eficacia de cada antibidtico en solitario como funcién de su mejor PDI, se procedid a
determinar la contribucién de esos PDIs a la eficacia de la combinacion, esto es, en qué
grado los indices que predicen la eficacia de las monoterapias por separado pueden
predecir la eficacia de la combinacion. Para ello se realizd6 un analisis de regresion
multiple (entre la eficacia experimental observada de la combinacion y los PDIs de
vancomicina y cloxacilina). Paralelamente a este analisis se realizd otro en el que se
calculd una prediccion de la eficacia de la combinacién (una eficacia tedrica de la
combinacion, no la eficacia experimental observada) a partir de la combinacion lineal
de los dos modelos de regresion calculados en primer lugar (eficacia monoterapias vs
mejores PDIs). Finalmente, la eficacia tedrica predicha se compara con la eficacia
experimental observada. A partir de esta comparacion podremos hacer un analisis mas

completo del papel de las combinaciones.
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Las diferentes regresiones (regresion lineal simple y regresién multiple) se

calcularon con ayuda de la aplicacion estadistica SPSS.

3.3.7. Estadistica

Los datos de los recuentos bacterianos se presentaron como log UFC/ml *
desviacion estandar (SD). Se calculd el tamafio muestral a partir de los datos de los
experimentos piloto: asumiendo una desviacion estandar de 0,5 - 0,75 log UFC/ml y
una diferencia de medias (a detectar como significativa) de ~1 log UFC/ml, el namero
final de animales por pauta fue de entre 6 y 8 (segin SD final), para un nivel de
significacion de 0,05 y una potencia del 80%.

Se comprobd la distribuciéon normal de los datos relativos a los recuentos
bacterianos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los diferentes grupos
terapéuticos (incluyendo todas las pautas y los controles) se compararon mediante el
Anadlisis de la Varianza (ANOVA) con el test de Scheffé como prueba post hoc. Las
comparaciones entre diferentes cepas (para un mismo tratamiento) se realizaron
también con ANOVA. Por otro lado, se utilizo el test exacto de Fisher con doble cola en
la comparacion de variables dicotomicas no numéricas (bacteriemia, mortalidad). En
todos las pruebas se considerd estadisticamente significativo un P-valor < 0,05. Tanto
en las comparaciones de medias como en los modelos de regresion para el analisis
farmacodindamico descrito en el apartado anterior se utilizé el programa estadistico

SPSS.
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4. RESULTADOS (por objetivos y trabajos publicados)

4. 1. OBJETIVOS PRIMERO Y SEGUNDO

Domenech A, Ribes S, Cabellos C, Dominguez MA, Montero A, Linares J, Ariza J,
Gudiol F. “A mouse peritonitis model for the study of glycopeptide efficacy in GISA
infections.” Microbial Drug Resistance 2004; 10:346-53.

1. Desarrollar y estandarizar un modelo de peritonitis por S. aureus en el raton.

El primer objetivo se desarrolla en la primera parte de este trabajo, que describe el
disefio final del modelo de peritonitis por S. aureus utilizado en nuestros experimentos,
incluyendo la seleccion de la cepa de ratdn, el indculo bacteriano y los puntos horarios
de control mas adecuados; también se llevo a cabo el estudio farmacocinético y
farmacodinamico para la determinacion de las dosis experimentales mdas aproximadas
a las utilizadas en humanos.

En el trabajo se ilustra la mayor homogeneidad en los recuentos en LP por parte de
la cepa de ratén C57BL/6 tras la inyeccidn intraperitoneal de un indculo de 10¢ ufc/ml
de S. aureus (figura 1.A, articulo). Las comparaciones entre la media de los recuentos en
LP (también fig. 1.A), el porcentaje de bacteriemia y la supervivencia (figura 4.1, abajo)

mostraron finalmente la cepa C57BL/6 mas susceptible a la infeccion.

SUPERVIVENCIA vs CEPA de RATON BACTERIEMIA vs CEPA de RATON
O SWISS CF1
100 — BSWISS CF1
EC57BL/6 100+
901 o0l mC57BL/6
80 . 80
g 07 7 s 7017
& 60 H = | |
> g 60
= | || =
g 50 g 50
3 417 4 (%‘ w01 M
S 304 1 30+ H
20-+ H 2011 |
10 g 10
0 0 T T
Hora 4 Hora 16 Hora 24 Hora 4 Hora 16 Hora 24
Horas post-inoculacion Horas post-inoculacion

Figura 4.1. Porcentaje de (A) supervivencia y (B) bacteriemia de ratones con peritonitis por S. aureus
durante las primeras 24h tras la inoculacon (inéculo 107 ufc/ml). Comparacién de las cepas de ratén
SWISS CF1 y C57BL/6.
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El indculo final se selecciond en funcién de los recuentos y la mortalidad observada
en los ratones tras la administracion intraperitoneal de diferentes indculos de S. aureus
(fig. 1.B, art.; 10° vs 107 ufc/ml): con el indculo de 10° ufc/ml se obtuvo una mayor
supervivencia a lo largo de las primeras 24h tras la inoculacion. Este indculo permitio
alcanzar recuentos constantes en el tiempo de 7 log cfu/ml en LP y la tasa de
bacteriemia fue del 100% (fig. 1.A, art. y figura 4.1, arriba). Indculos mayores (10°
ufc/ml) resultaron en una mortalidad muy temprana, mientras que indculos menores
(10° ufc/ml) no consiguieron un nivel alto y constante de recuentos peritoneales y el
porcentaje de bacteriemia fue muy bajo.

La eleccion de la cepa C57BL/6 y el indculo de 10° ufc/ml permitié a los animales
sobrevivir las primeras horas post-inoculacion, y hacerlo con recuentos en LP altos y
homogéneos que permanecieron constantes hasta las 24h; esto se observo en las
infecciones producidas por las cuatro cepas incluidas en el estudio, lo que garantizo la
comparacion con controles sin tratamiento en todos los experimentos terapéuticos. La

mortalidad vari6 en funcién de la cepa. La tabla 4.1 resume estos datos.

Tabla 4.1. Recuentos en LP, porcentaje de bacteriemia y supervivencia a las 4 y 24 horas de la
inoculacion intraperitoneal de cada una de las cuatro cepas de S. aureus.

Cepa A CepaB Cepa C CepaD
(MSSA) (MRSA) (hGISA) (GISA)

Recuentos en LP-4h/24h
6,95+0,62 / 7,62+0,37 7,01+0,63 / 7,05+0,43 7,18+0,73 / 7,04+0,55 7,02 +0,75/7,02+0,35

(log [cfu/ml] + SD)
Bacteriemia (%)-4h/24h 100 /100 100/ 100 100/ 100 100/ 100
Mortalidad (%)-4h/24h 0/55 0/22 0/62 0/21

Los principales parametros farmacocinéticos y farmacodindmicos de los
antibioticos estudiados obtenidos en el suero de raton se resumen en la tabla 2 del
articulo. A continuacion (figura 4.2) se muestran las graficas concentracion-tiempo de

cada uno de ellos.
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Figura 4.2. Graficas concentracion-tiempo de los antibidticos estudiados. Se incluyen los
valores del pico sérico y la vida media para cada antibiético (entre corchetes, rango de
los valores de referencia en humanos). Datos obtenidos a partir de la administracion de

la dosis especificada por via subcutanea.

2. Estudiar si las infecciones ocasionadas por cepas de MRSA con heterorresistencia o

con resistencia intermedia a glucopéptidos presentan una dificultad terapéutica

afiadida, mediante la comparacion del tratamiento de la peritonitis experimental

producida por cuatro cepas de S. aureus con diferente sensibilidad a glucopéptidos.

Este objetivo se aborda en la segunda parte del articulo. Se muestra el resultado

del tratamiento de la peritonitis (por las diferentes cepas de S. aureus) con las diferentes

monoterapias y posteriormente se analiza la monoterapia con glucopéptidos en la

infeccion producida por cada una de las cuatro cepas. La supervivencia fue del 100%

para todos los grupos terapéuticos en los experimentos con las cepas A y B; frente a la

infeccion por las cepas C y D, la mortalidad del grupo cefotaxima fue del 66% y el 14%
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respectivamente; en el resto de grupos terapéuticos (incluido cloxacilina),
sobrevivieron el 100% de los animales. El descenso en los recuentos bacterianos en el
LP tras el tratamiento de 24h (Alog cfu/ml) con las cuatro monoterapias (mas el grupo
control sin tratamiento) y para las cuatro cepas incluidas en el estudio (fig. 2, art.)
resume los experimentos terapéuticos; la bacteriemia en los diferentes grupos
terapéuticos (figura 4.3, abajo) complementa los resultados obtenidos a partir de los
recuentos en LP. Vancomicina fue ligeramente mejor como monoterapia que
teicoplanina. Se observé como la eficacia de vancomicina y teicoplanina en
monoterapia disminuye de manera estadisticamente significativa entre las cepas A y B
y la cepa Cy entre las cepas A y B y la cepa D (figura 3.A, articulo). La regresion lineal

entre los recuentos en el LP tras la monoterapia con vancomicina (proporcional a la

disminucion del recuento y a la eficacia) y la sensibilidad de ésta mostrd una buena

correlaciéon (R?>=0,595) entre ambas (figura 3.B, articulo).
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Figura 4.3. Bacteriemia (% de hemocultivos positivos) en la infeccién peritoneal producida
por las cuatro cepas estudiadas tras 24h de tratamiento con las distintas monoterapias.
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A Mouse Peritonitis Model for the Study of Glycopeptide
Efficacy in GISA Infections
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ABSTRACT

In recent years, the emergence of Staphylococcus aureus strains with reduced susceptibility to glycopeptides
has raised considerable concern. We studied the efficacy of vancomycin and teicoplanin, as well as cloxacillin
and cefotaxime, against the infection caused by four S. aureus strains with different glycopeptide and f-lac-
tam susceptibilities (strains A, B, C, and D; MICs for vancomycin of 1, 2, 4, and 8 pug/ml respectively), using
a modified model of mouse peritonitis. This optimized model appeared to be straightforward and reproducible,
and was able to detect low differences in bacterial killing between antibiotics and also between different S.
aureus strains. Bactericidal activities in peritoneal fluid for vancomycin, teicoplanin, cloxacillin, and cefo-
taxime decreased from —2.98, —2.36, —3.22, and —3.57 log;¢ cfu/ml, respectively, in infection by strain A
(MICs for vancomycin and cloxacillin of 1 and 0.38 ug/ml, respectively) to —1.22, —0.65, —1.04, and +0.24
in peritonitis due to strain D (MICs for vancomycin and cloxacillin of 8 and 1,024 pg/ml). Our data confirm
the superiority of B-lactams against methicillin-susceptible S. aureus and show that bactericidal activity of
glycopeptides decreases significantly with slight increases in MICs; this finding suggests a reduced efficacy of

glycopeptides in the treatment of serious glycopeptide-intermediate S. aureus infections.

INTRODUCTION

GLYCOPEPTIDES ARE CONSIDERED the antibiotics of choice for
the treatment of moderate to severe methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRS A) infections. However, the emer-
gence of S. aureus strains with decreased susceptibility to these
antibiotics is a matter of concern.?3%10:12.20.29.35.36  Although
the clinical relevance of glycopeptide-intermediate S. aureus
(GISA) is controversial due to the lack of controlled studies,
the poor outcome obtained using vancomycin in some difficult-
to-treat infections such as endocarditis or orthopedic surgical
infections!-> suggests that glycopeptide therapy may be subop-
timal in this setting. To date, experimental studies assessing the
best treatment of GISA infections have been scarce and incon-
clusive.’ Rabbit endocarditis or foreign body infection in rats
or mice have been mostly used to study S. aureus infections
and alternative therapies. These models closely simulate the

characteristics of the infection in humans and provide clear end
points that allow statistical comparisons between different ther-
apeutic regimens, but their implementation is complex and they
involve a considerable investment of time and money. To eval-
uate effortlessly the in vivo efficacy of different antimicrobial
treatments for MRSA and GISA infections, we have developed
a modified model of mouse peritonitis, using clinical strains of
S. aureus with different susceptibilities to B-lactams and gly-
copeptides. The mouse peritonitis model is straightforward,
rapid, and easily reproducible, and has been widely used in test-
ing antibiotics in vivo3:11:13-16,18,23.26: however, although it has
been used for the study of S. aureus infections,!!-16-18.23.26 gy
a few comparative therapeutic studies have been reported. In
this particular study, we performed the standardization of the
model and assessed the comparative efficacy of monotherapy
with cloxacillin, cefotaxime, vancomycin, and teicoplanin
against the infection caused by four S. aureus strains.

Laboratory of Experimental Infection, Infectious Diseases Service, and *Microbiology Department, Hospital Universitari de Bellvitge,

Barcelona, Spain.

This work was presented in part at the 41st Interscience Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Chicago, Illinois, Decem-

ber, 2001 [abstract no. 1653].
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GLYCOPEPTIDE EFFICACY IN GISA EXPERIMENTAL INFECTION

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains

Four staphylococcal clinical strains with different suscepti-
bilities to glycopeptides and S-lactams were studied. Strains
HUB 954 (strain A), HUB 284 (strain B), and HUB 783 (strain
C) were isolated in our hospital and strain Mu 50 (ATCC
700699) (strain D) was isolated in Japan in 1997 and described
as the first GISA strain.!? Strain C, belonging to the Iberian
clone, had heterogeneous resistance to vancomycin (HRV),
growing on 4 ug/ml Miieller—Hinton plates with a frequency
of subpopulations of 3.6 X 1076 cfu/ml'. MICs of strains A, B,
C, and D were determined by the standard macrodilution
method.>* Values of MICs are shown in Table 1.

Inoculum preparation

Colonies from fresh overnight cultures on 5% blood agar
plates were resuspended and grown for 4-6 hr at 37°C in TSB
medium. Immediately before inoculation, cultures in TSB were
centrifuged and resuspended in sterile saline, adjusted to an op-
tical density equal to 0.5 McFarland (~108 cfu/ml) and then di-
luted to the appropriate size. Inoculum sizes from 10° to 108
cfu/ml were tested.

Mouse peritonitis model

The animal studies were approved by the Ethical Commit-
tee for Animal Experiments at the University of Barcelona. The
mouse peritonitis model was a modified version of a previously
described protocol.®1314 Two different mouse strains were
tested: Outbred, female, ICR CD-1 mice (~8 weeks; ~30
grams) and inbred, female, C57BL/6 mice (~6 weeks; ~14-16
grams). Mice were kept 10 to a cage and had food and water
ad libitum. Inoculation was performed by intraperitoneal (i.p.)
injection of 0.5 ml of the inoculum with a 26-gauge syringe.
The inoculum consisted of a staphylococcal suspension with
5% (wt/vol) mucin in sterile saline, which enhances the basal
virulence of bacteria by inhibiting the local macrophage sys-
tem, and renders the mice susceptible to infection. In the first
stage of the study, the experimental design was standardized,
prior to the pharmacokinetic and antibiotic therapy studies.
Mouse strain, inoculum size, and virulence of different bacter-
ial strains were evaluated.

TaBLE 1. MICs (uG/ML) OF S. AUREUS
STrRAINS USED IN THE STUDY

MIC (ug/ml)*

Strain A Strain B Strain C Strain D
Antibiotic (MSSA) (MRSA) (HRV) (GISA)
Cloxacillin 0.38 512 1,024 1,024
Cefotaxime 0.5 1,024 1,024 2,048
Vancomycin 1 2 4 8
Teicoplanin 0.5 1 8 8

AMSSA, Methicillin-susceptible S. aureus; MRSA, methi-
cillin-resistant S. aureus; HRV, heterogeneous resistance to
vancomycin; GISA, glycopeptide-intermediate S. aureus.
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Different time points were tested to study the evolution of
the infection and appropriate time points were set for starting
therapy. Groups of mice were killed at 4, 8, 16, and 24 hr post-
inoculation to obtain blood and peritoneal fluid (PF) samples
as described below. Bacterial counts and bacteremia were de-
termined for each mouse and time point. Mortality was also as-
sessed.

Sample collecting and processing

At each time point, for all experiments, mice were anes-
thetized i.p. with 40 ul of ketamine/xylazine 10:1 (100 mg/kg
Ketamine and 10 mg/kg Xylacine) and a peritoneal wash was
performed by injecting 2 ml of sterile saline i.p. followed by a
1-min external massage of the abdomen. Immediately, 0.1 ml
of blood was withdrawn by cardiac puncture, and animals were
then killed by cervical dislocation. The abdomen was opened
and 0.2 ml of PF was recovered from the peritoneum using an
aseptic technique. PF samples were used to perform direct and
10-fold diluted cultures, which were plated (0.1 ml) on 5%
sheep blood TSA plates and incubated for 24 hr at 37°C to de-
termine bacterial counts. The detection limit using this method
was 10! cfu/ml; a value of 0.9 log cfu/ml was assigned to the
first sterile culture and O to the subsequent ones. To avoid car-
ryover antimicrobial agent interference, the sample was placed
on the plate in a single streak down the center and allowed to
absorb into the agar until the plate surface appeared dry; the in-
oculum was then spread over the plate. Plates were incubated
overnight at 37°C. Blood cultures were also performed. Imme-
diately after cardiac puncture, blood samples (100 ul) were cul-
tured in Trypticase soy broth for 24 hr at 37°C, and then 100
pl of the cultured broth were plated in TSA plates and incu-
bated again for 24 hr to assess bacterial growth. Bacteremia was
expressed on the basis of blood cultures. Mortality was also ex-
pressed qualitatively.

Pharmacokinetics

Pharmacokinetic studies were performed to select dose reg-
imens that result in serum concentrations similar to those in hu-
mans. All antimicrobials were administered subcutaneously.
Groups of 20-22 healthy mice were used for each antibiotic
pharmacokinetic study. A single weight-adjusted dose of the
antibiotic was administered to each animal, following previous
pharmacokinetic experimental studies.!>-19-22:27,28.31,37,38

After antibiotic administration and at different time points,
sets of 3 animals were anesthetized i.p. with appropriate doses
of ketamine/xylacine, and blood samples (~400-500 ul) were
obtained by an incision in the periorbital plexus of the eye.
Blood was centrifuged and serum stored at —80°C until analy-
sis. Pharmacokinetic and pharmacodynamic (PK and PD) pa-
rameters were obtained by a computer-assisted method (PK
Functions for Microsoft Excel. J. I. Usansky, A. Desai, and D.
Tang-Liu, Department of Pharmacokinetics and Drug Metabo-
lism, Allergan, Irvine, CA 92606) after determination of an-
tibiotic concentration at the different time points. The parame-
ters calculated were: peak drug concentration in serum (Cpax),
elimination half-life (7,,), area under the concentration—time
curve (AUC), inhibitory quotient (IQ; I1Q = Ci,/MIC), and
time above the MIC of the drug concentration in serum (T >
MIC). Based on previous studies,®!>!® human data,”?!3 and
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the PK and PD parameters obtained, doses administered to mice
were finally selected: vancomycin 30 mg/kg per 4 hr (daily dose
of 180 mg/kg), teicoplanin 40 mg/kg per 24 hr (daily dose of
40 mg/kg), cloxacillin 160 mg/kg per 2 hr (daily dose of 1.6
g/kg), and cefotaxime 200 mg/kg per 2 hr (daily dose of 2 g/kg).

Therapeutic experiments

Once the experimental design of the animal model was fi-
nalized, therapeutic experiments were performed. Four hours
after inoculation, antibiotic therapy was initiated (hour 0). Van-
comycin, teicoplanin, cloxacillin, or cefotaxime were adminis-
tered as single regimens using the antibiotic schedule described
above. At hour 0, 2 mice were killed and used as controls.
Groups of 8 mice were then randomized to different therapeu-
tic regimens (n = 6) and control group (n = 2). Antibiotic
treatment or placebo was administered for 24 hr and mice were
killed at that time point to obtain blood and PF samples. Ther-
apeutic experiments were repeated several times to achieve a
minimum number of animals in all groups that allowed statis-
tical analysis.

Antibiotic assays

Antibiotic assays were performed in duplicate. The serum
concentrations of vancomycin and teicoplanin were determined
by fluorescent polarization immunoassay (FPIA) using a TDx
analyzer (ABBOTT CIENTIFICA, S.A., Diagnostics Division,
Costa Brava 13, 28034 Madrid, Spain); minimal detectable con-
centrations were 2.0 ng/ml for vancomycin and 1.7 pg/ml for
teicoplanin. Serum concentrations of cloxacillin and cefotaxime
were determined by the disk diffusion bioassay method,* using
S. aureus ATCC 29213 and E. coli ATCC 25922, respectively,
as test organisms. The minimal detectable concentration was
0.5 pg/ml for cloxacillin and 1 ug/ml for cefotaxime.

Statistical analysis

All bacterial count data were checked for normal distribu-
tion (Kolmogorov—Smirnov test). Analysis of variance
(ANOVA) with the Scheffé post hoc test was used to analyze
multiple comparisons among therapeutic and control groups in
every strain. Also comparisons among strains were made by us-
ing ANOVA (with Tukey post hoc test). The two-tailed Fisher’s
exact test was used for categorical data (survival, bacteremia).
A linear regression was performed to assess correlation between
in vivo vancomycin efficacy (bacterial count) and vancomycin
susceptibility of the four strains (MICs).

RESULTS

Standardization of the model

An inoculum of 10° cfu/ml of S. aureus strain A was used
to compare mouse strains. The results of the immunocompetent
inbred C57BL/6 mouse strain were more homogeneous than
those of its outbred counterpart ICR CD-1. Dispersion in bac-
terial count data obtained at 4 and 24 hr post-inoculation was
significantly higher for ICR CD-1, whereas the mean bacterial
count was higher for C57BL/6 (Fig. 1A). Bacteremia was higher
in the C57BL/6 strain: 100% at 4 and 24 hr post-inoculation

DOMENECH ET AL.

for C57BL/6 and 71% and 80% at 4 and 24 hr, respectively,
for ICR CD-1. Mortality at 24 hr post-inoculation was 68%
(n = 19) for C57BL/6 and 25% (n = 8) for ICR CD-1. Inocu-
lums from 10° to 103 cfu/ml of S. aureus strains A and C were
compared in the C57BL/6 mice. The 108 cfu/ml inoculum was
rejected because mortality was 100% less than 16 hr post-in-
oculation. Bacterial concentration at 4, 8, and 24 hr post-inoc-
ulation did not show differences between 10° and 107 inocu-
lums or between bacterial strains A and C. Bacteremia at 24 hr
post-inoculation was lower in mice infected with a 10° cfu/ml
inoculum (72%) than in those infected with a 107 cfu/ml in-
oculum (100%, as mentioned above). Mortality was the para-
meter that varied most according to inoculum size: 8 hr post-
inoculation, it was 72% (n = 22) with the 107 cfu/ml inoculum,
but zero (n = 8) with the 10° cfu/ml inoculum. At 24 hr post-
inoculation, mortality was 100% (n = 13) and 68% (n = 19)
for 107 and 10° cfu/ml inoculums, respectively (Fig. 1B). So
the final experimental design for therapeutic studies included
C57BL/6 mice and inoculum sizes of 5 X 10°to 5 X 107 cfu/ml
depending on bacterial strain. Therapy was initiated 4 hr post-
inoculation to avoid early mortality.

Pharmacokinetics

Pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters of an-
tibiotics used in the experiments are shown in Table 2. T/, ob-
tained for B-lactams in mice is extremely short, and so the in-
terdose time for these antibiotics was also very short. Although
the serum peak was very high for cefotaxime and cloxacillin,
T > MIC for strains B, C, and D was 0. Only for strain A did
the 7> MIC of B-lactams reach 90-100%. Vancomycin
showed a high serum peak and 7 > MIC ranging from 45% to
90% depending on the strain. Finally, teicoplanin achieved a
very high AUC (>700 wg/hr per ml) due to its high serum peak
and long T .

Antibiotic efficacy: bacterial clearance in peritoneal
fluid, bacteremia, and mortality

Initial bacterial counts in PF (mean = SD), corresponding to
hour 0 of the control group for the different strains were: 7.62 *=
0.37 (n = 23) for strain A, 7.05 = 0.43 (n = 15) for strain B,
7.04 £ 0.55 (n = 28) for strain C, and 7.02 £ 0.35 (n = 13) for
strain D. Bacteremia in control animals at 0 and 24 hr, expressed
as percentage of positive blood cultures, was 100% for all
strains. Mortality of control mice at 24 hr differed according to
strain: 55% for strain A, 22% for strain B, 62% for strain C,
and 21% for strain D.

Bacterial clearance in PF after 24 hr therapy for strains A,
B, C, and D is shown in Fig. 2; n = 6 for all therapeutic groups
in all strains and n = 12 for 24-hr control groups of all strains.
In strain A peritonitis, cloxacillin and cefotaxime were bacte-
ricidal at 24 hr. Vancomycin and teicoplanin showed slightly
lower activity than -lactams, although the difference was not
significant. All therapies had significantly lower bacterial
counts than the control group. All treated animals survived.
Bacteremia at 24 hr for cloxacillin and cefotaxime treatments
was 0%, but 25% for vancomycin and 100% for teicoplanin.

For strain B, vancomycin and teicoplanin achieved a signif-
icantly higher reduction in bacterial count than B-lactams, in
which the decrease was minimal. There was no statistically sig-
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FIG. 1.

(A) Comparison of data dispersion of bacterial count in PF between ICR (open symbols) and C57BL/6 (solid symbols)

mouse strains at different time points. Each symbol represents one mouse. Solid squares and triangles linked by lines represent
the respective means of C57BL/6 and ICR. (B) Survival at 4, 8, 12, and 24 hr post-inoculation of C57BL/6 mice with peritoni-
tis due to S. aureus. Comparison between 107 (hatched columns) and 10° (gray columns) cfu/ml inoculums.

nificant difference between the 3-lactam and the control group.
No mortality was observed in any treatment group. Vancomycin
reduced bacteremia at 24 hr to zero and teicoplanin to 50%.
Bacteremia fell to 80% with cefotaxime, but remained at 100%
at 24 hr with cloxacillin.

In strain C experiments, only vancomycin was able to reduce
bacterial counts that differed significantly from those of the con-
trol group. It also differed significantly from cefotaxime, which
showed an increase in bacterial count at 24 hr, and was totally
ineffective. Mortality for cefotaxime-treated mice was 66%,

whereas survival was 100% in the other treatment groups.
Cloxacillin and cefotaxime were not able to reduce bacteremia.
Teicoplanin decreased bacteremia slightly to 83% and van-
comycin reduced it to 33%.

Finally, in strain D experiments, vancomycin showed only
moderate activity, lower than that achieved in strain C. Tei-
coplanin reduced the bacterial count slightly, showing lower ac-
tivity than cloxacillin, and less activity also than that achieved
with strain C. The activity of cloxacillin was slightly higher
than that obtained for strains B and C. All treated animals sur-
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TABLE 2. PHARMACOKINETIC AND PHARMACODYNAMIC PARAMETERS OF ANTIBIOTICS USED IN THE EXPERIMENTS

Antibiotics

Parameter Cloxacillin Cefotaxime Vancomycin Teicoplanin
Dose 160 mg/kg 200 mg/kg 30 mg/kg 40 mg/kg
Crax (ug/ml) 163.5 162.3 44 148
t12 (hr) 0.35 0.19 0.56 3.26
AUC (ug/hr per ml) 116.25 76.4 454 729
IQ (Cinax/MIC)
Strain A 430.13 324.68 44.01 296.20
Strain B <0.64 <0.63 22.01 148.10
Strain C <0.64 <0.63 11.00 18.51
Strain D <0.64 <0.63 5.50 18.51
t > MIC (hr) [%]
Strain A 3.4 [>100] 1.78 [~80] 3.47 [87] 25.94 [>100]
Strain B 0[] 0 [-] 291 [73] 22.68 [95]
Strain C 0 [-] 0 [-] 2.35 [59] 12.91 [54]
Strain D 0[] 0[] 1.79 [48] 12.91 [54]
vived, except those treated with cefotaxime; cefotaxime was in- Comparison of glycopeptide therapy between the four strains

effective, and presented a mortality of 14% at 24 hr. Van- in the study is shown in Fig. 3; its efficacy was significantly
comycin and cloxacillin reduced bacteremia to 28.6%, whereas  lower with infections due to strains C and D (HRV, GISA) than

teicoplanin and cefotaxime achieved no reduction. with infections due to strains A and B.
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FIG. 2. Bacterial killing rates in peritoneal fluid after 24 hr of therapy for strains A (A), B (B), C (C), and D (D). Results are ex-
pressed as differences in mean bacterial counts between the different groups at 24 hr of treatment and controls at 0 hr (Alog;, cfu/ml
(24-0 hr). Mean bacterial counts = SD at 24 hr for the different strains were, for strain A: CLX 4.40 + 0.32, CTX 4.05 = 0.65, VAN
4.64 = 0.46, TEI 5.26 £ 0.65, and Control (CTRL) 6.95 = 0.62; for strain B: CLX 6.26 = 0.47, CTX 6.35 = 0.67, VAN 4.66 =
0.44, TEI 4.73 = 0.63, and Control (CTRL) 7.01 * 0.62; for strain C: CLX 6.08 = 0.90, CTX 7.59 = 0.38, VAN 5.19 = 0.39, TEI
6.02 = 0.88, and Control (CTRL) 7.18 = 0.73; and for strain D: CLX 5.98 = 0.69, CTX 7.26 = 0.45, VAN 5.80 = 0.46, TEI 6.37 =
0.87, and Control (CTRL) 7.02 = 0.75. n = 6 for all therapeutic groups and n = 12 for control groups at 24 hr.
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FIG. 3. (A) Comparison of vancomycin and teicoplanin bac-

terial killing rates at 24 hr among S. aureus strains A, B, C, and
D. Results are expressed as Alog;, cfu/ml (24-0 hr). Mean bac-
terial counts = SD at 24 hr for the different strains were: strain
A, VAN 4.64 = 0.46, TEI 5.26 = 0.65; strain B, VAN 4.66 =
0.44, TET14.73 £ 0.63; strain C, VAN 5.19 * 0.39, TEL 6.02 =
0.88; and strain D, VAN 5.80 = 0.46, TEI 6.37 £ 0.87.n = 6
for all groups. (B) Linear regression between vancomycin sus-
ceptibility, expressed as the MIC of the different strains (x axis)
and vancomycin efficacy, expressed as bacterial counts (log
cfu/ml) of vancomycin-treated groups (y axis). Each point rep-
resents one mouse.

DISCUSSION

In general, previous experimental studies with the S. aureus
mouse peritonitis model have not focused on comparison of dif-
ferent antibiotic regimens. We developed a modified version of
the model previously described, evaluating variables involved
in the experimental design to obtain a model that was suffi-
ciently sensitive for detecting differences in efficacy among dif-
ferent antibiotic regimens. Results for mean bacterial count,
bacterial count dispersion, and bacteremia suggested that the
C57BL/6 mouse strain performed better, showing more sus-
ceptibility to infection and also providing more homogeneous
findings. Among the different parameters used, the bacterial
count of peritoneal fluid was the most useful to assess antibi-
otic efficacy, whereas survival was less sensitive for compar-
isons between different antibiotics in this model. Therefore, we
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sought an inoculum size that could produce a high bacterial
count in peritoneal fluid, high bacteremia, and low mortality
during the first hours after inoculation. While bacterial counts
in peritoneal fluid of 7-8 log;o cfu/ml and 100% bacteremia
were found using inoculums of both 10° and 107 cfu/ml, mor-
talities ranged from 21% to 62%, depending on the strain, re-
flecting the virulence of the model. We therefore used 5-9 X
106 as the inoculum size of choice for strain A and 1-5 X 107
cfu/ml for strains B, C, and D to obtain a similar mortality rate.
The mouse peritonitis model was highly reproducible, and it
was easier to perform and cheaper than other models used in
experimental S. aureus-related infections.

Antibiotic dosing regimens were chosen to obtain appropri-
ate PK/PD parameters that simulate those in humans.®7-2! Van-
comycin at a dose of 30 mg/kg reached a good peak in mice
serum (within the range of that in humans), with high IQ val-
ues for strains A and B, within the recommended values for
strain C and slightly below that value for strain D. This dose
was administered every 4 hr (final dose of 180 mg/kg per day)
to maintain a good 7" > MIC value, which was high for strains
A and B and below 50% of interdose time for strains C and D.
Efficacy of vancomycin decreased from strain A to D, show-
ing a good correlation with the MICs of the different strains
and the PK/PD parameters obtained. Teicoplanin at 40 mg/kg
achieved a serum peak and trough similar to those in humans
and, as expected from its long elimination half-life, showed a
very high AUC. It could therefore be administered in a single
daily dose. Higher IQs than vancomycin, (minimal ~10 for
strain D) and 7 > MIC from >100% for strain A to ~40% for
strain D confirmed an optimal PK/PD profile, similar to that in
humans.

Teicoplanin showed good efficacy for strains A and B, but
only moderate for strains C and D, in accordance with its
pharmacodynamic profile, but with some differences with re-
spect to vancomycin. Vancomycin showed slightly improved
activity than teicoplanin in experiments with strains A and
B; this better efficacy is more evident for strains C and D al-
though no significant differences were found between the two
therapies. Thus, teicoplanin presented better PK/PD profiles
than vancomycin, but it was not more effective in vivo, as
others have already reported.?’-38 It is interesting how this
point becomes more apparent with GISA strains, in which tei-
coplanin therapy was clearly less effective than vancomycin.
Recently, Pavie et al. have reported the impact of the GISA
phenotype when using teicoplanin in therapy for experimen-
tal endocarditis,?> an observation that is in agreement with
our results. High levels of protein binding and low penetra-
tion in some tissues have been proposed as possible causes
for teicoplanin failure in some clinical and experimental in-
fections.!>-16:25

Cloxacillin and cefotaxime showed bactericidal efficacy in
the treatment of peritonitis due to strain A, as was expected
from their PK/PD profiles. On the other hand, vancomycin and
teicoplanin showed good activity but were not bactericidal at
24 hr. Our results corroborate previous reports that glycopep-
tides are less bactericidal than B-lactams in the treatment of se-
rious infections such as endocarditis.>!73? Cefotaxime and
cloxacillin preserved a slight activity against strain B despite
the fact that their 7> MIC was 0, and, more surprisingly,
cloxacillin retained a moderate activity against strains C and D,
a finding that was not consistent with its pharmacodynamic pa-
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rameters. A partial explanation for this observation may be the
reciprocal loss of resistance to oxacillin in some strains as van-
comycin MICs increase, as was previously described by Sier-
adzki and Tomasz.?3* On the one hand, they noted that van-
comycin-resistant S. aureus laboratory-derived mutants reduced
B-lactam resistance as increased MICs of the glycopeptides; on
the other, they reported that the acquisition of this resistance to
vancomycin involves the change from the homogeneous to the
heterogeneous methicillin-resistant phenotype. Thus, although
hGISA and GISA strains used in our experiment were still
highly resistant to methicillin on the basis of their MICs, we
can hypothesize that the increasing in vivo efficacy of
cloxacillin may be due to the emergence of subpopulations less
resistant to methicillin, reflecting an early stage in the change
from the homogeneous to the heterogeneous methicillin-resis-
tant phenotype.

The efficacy of vancomycin and teicoplanin to treat peri-
tonitis due to strains B, C, and D decreased progressively. In-
terestingly, percentages of bacteremia increased as killing rates
achieved by glycopeptides decreased. Comparison of gly-
copeptide efficacy among the four strains showed that bacteri-
cidal activity decreased significantly with slight increases in
glycopeptide MICs (Fig. 3A). The linear regression shown in
Fig. 3B underscores this inverse linear relationship between
vancomycin MIC and its efficacy in vivo. This result suggests
that any decrease in glycopeptide susceptibility may have clin-
ical implications, especially in the setting of difficult-to-treat
infections such as endocarditis or orthopedic infection, as has
been previously described.!> On the other hand, vancomycin
keeps significant activity compared to controls in strains C and
D (Fig. 3D). Although scarce, this remnant bacteriostatic ac-
tivity could be relevant in the clinical setting, in which van-
comycin can be still useful in relatively mild infections such as
nonnecrotizing skin and soft tissue infections, but not in severe
infections.

In conclusion, this mouse peritonitis model is straightforward
and reproducible. It is able to detect low differences in bacter-
ial killing among antibiotics and also among S. aureus strains
with different methicillin and glycopeptide susceptibilities.
Therefore, this model is particularly useful for comparing the
efficacy of antibiotics against these strains. Although the results
obtained with experimental infections must be interpreted with
caution, our study suggests that heterogeneous resistance to gly-
copeptides and increases in glycopeptide MICs may be associ-
ated with a loss of efficacy in these antibiotics. These findings
help to explain previous reports of therapeutical failures with
infections due to HRV and GISA strains. This experimental
model seems particularly well suited to the task of finding al-
ternative treatments for these infections.
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4. 2. OBJETIVOS TERCERO Y CUARTO

Domenech A, Ribes S, Cabellos C, Taberner F, Tubau F, Dominguez MA, Montero
A, Linares ], Ariza J, Gudiol F. “Experimental study on the efficacy of combinations
of glycopeptides and beta-lactams against Staphylococcus aureus with reduced
susceptibility to glycopeptides.” Journal of Antimicrobial Chemotherapy 2005;
56:709-16.

3. Estudiar si las combinaciones glucopéptido + B-lactdmico presentan actividad

sinérgica in vitro mediante curvas de letalidad frente a cuatro cepas de S. aureus con

diferente sensibilidad a glucopéptidos. Estudiar si existe alguna relacién entre la
sinergia y el grado de resistencia a glucopéptidos.

Las curvas de letalidad con las combinaciones de vancomicina y teicoplanina
con ambos B-lactamicos a las concentraciones mas relevantes se resumen en la figura 1
de este trabajo. El efecto sinérgico fue mas evidente con las cepas A (MSSA) y D
(GISA), frente a las que todas las combinaciones a la mayoria de concentraciones
fueron sinérgicas y bactericidas. Por otro lado, sdélo algunas combinaciones, y a
determinadas concentraciones tuvieron un efecto sinérgico frente a las cepas B (MRSA)
y C (hGISA). Frente a estas cepas, las combinaciones con oxacilina fueron globalmente

mas activas, aunque no se observé en ningun caso efecto bactericida.

4. Estudiar si existe diferencia entre la actividad in vivo de la monoterapia con
glucopéptidos y una combinacién glucopéptido + 3-lactdmico en el tratamiento de
la_peritonitis _experimental producida por S. aureus con diferentes grados de
sensibilidad a los glucopéptidos.

Este fue el objetivo principal del articulo. Los resultados de la eficacia
terapéutica de las combinaciones in vivo se muestran en la tabla 3 de este articulo.
Excepto alguna combinacién con teicoplanina que mejord ligeramente la actividad de
ésta en solitario (en cepas A y D), globalmente ninguna combinacién supuso una
mejora significativa en la eficacia respecto al tratamiento con glucopéptidos en
monoterapia. En general, los porcentajes de bacteriemia fueron iguales o superiores
que los observados para vancomicina en solitario, especialmente con las cepas C y D

(tabla 2, art.). La comparacion de la eficacia de la combinacién de vancomicina y
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cloxacilina en la infeccion por las diferentes cepas mostré el mismo perfil que
vancomicina en solitario, esto es, pérdida de eficacia significativa frente a las cepas
menos sensibles a glucopéptidos (fig.2, art.). El andlisis farmacodindmico de la
combinacion entre vancomicina y cloxacilina mediante un modelo de regresion
multiple mostré como solo el parametro farmacodinamico asociado a vancomicina
(AUC/CMI) predijo de la eficacia de la combinacién, mientras que el parametro
asociado a cloxacilina no tuvo ninguna influencia en el modelo. La predicciéon de la
eficacia se correlaciond moderadamente bien (R?=0,5207) con la eficacia observada y la
recta inferida se aproxim¢ a la funcion Y=X, lo que se interpreta como ausencia de
efecto sinérgico o aditivo (fig. 3, art.; ver también discusion).

La siguiente figura (fig. 4.4) resume graficamente la eficacia terapéutica con
monoterapias y combinaciones en el tratamiento de la peritonitis producida por las

cuatro cepas de S. aureus implicadas en el estudio.
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Figura 4.4. Descenso en el recuento bacteriano en el LP (Alog de UFC/ml) tras 24h de tratamiento
con las diferentes pautas antibiéticas. Cepas (A), (B), (C) y (D).
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Objectives: The combination of glycopeptides and pB-lactams has been proposed as an alternative therapy
against infections due to Staphylococcus aureus with reduced susceptibility to glycopeptides, though its
role is still controversial. Our aim was to evaluate the efficacy (decrease in bacterial concentration after 24 h
therapy) of these combinations both in vitro and in vivo.

Methods: Four strains of S. aureus with different glycopeptide susceptibility (MICs of vancomycin from 1 to
8 mg/L) were used. In vitro experiments were performed by means of time—kill curves while we used the
mouse peritonitis model for in vivo evaluation.

Results: Combinations of glycopeptides and B-lactams showed synergy in in vitro time—Kill curves against
the four staphylococcal strains, the highest efficacy being detected against the glycopeptide-intermediate
S. aureus (GISA) strain (MIC = 8 mg/L) (Alog 24 h =-3.19 cfu/mL for vancomycin at 1/2 x MIC and oxacillin
at 1/64 x MIC versus -0.56 cfu/mL for vancomycin alone at 1/2 x MIC). On the other hand, no significant
increase in efficacy was observed in vivo in the experimental model. The efficacy of the combinations
decreased in correlation to the decreasing susceptibility of the strains to glycopeptides, showing only
residual activity against the GISA strain (Alog 24 h = -1.42 cfu/mL for vancomycin and cloxacillin versus
—1.22 cfu/mL for vancomycin).

Conclusions: In the in vivo setting we were unable to demonstrate the synergism between glycopeptides
and B-lactams observed in vitro; nor did combinations show antagonism against any of the strains. Though
the usefulness of these combinations cannot be totally ruled out in highly specific clinical conditions, it
seems unlikely that they will provide a serious therapeutic alternative in most hGISA and GISA infections
in the coming years.

Keywords: vancomycin, animal models, GISA, heterogeneous resistance

Introduction

In recent years, clinical isolates of Staphylococcus aureus with
reduced susceptibility to glycopeptides have been described world-
wide," "% including glycopeptide-intermediate resistant strains
(GISA) (MICs of vancomycin 8-16 mg/L) and strains with het-
erogeneous resistance to vancomycin (hGISA) (MICs of vanco-
mycin <8 mg/L). The clinical relevance of this resistance is under
debate, since glycopeptide MICs for hVISA and GISA isolates,
ranging from 4 to 16 mg/L, remain below achievable levels in

serum. Nevertheless, diverse experimental studies have found
the activity of vancomycin and teicoplanin against GISA isolates
to be reduced”'*'* and some clinical data also indicate that van-
comycin therapy may be sub-optimal in the setting of deep-seated
and difficult-to-treat infections caused by these strains, such as
endocarditis or prosthetic joint infections."”!'" A few new anti-
microbial agents such as linezolid and quinupristin/dalfopristin
(Synercid) and some antibiotic combinations have been suggested as
alternative regimens against GISA and hGISA strains, but the treat-
ment of these infections continues to be an issue of great concern.

*Corresponding author: Tel: +34-934035805/34-932607637; Fax: +34-932607625; E-mail: adomenech@ub.edu
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Among these antimicrobial strategies, the combination of
glycopeptides and -lactams has been reported to be a promising
alternative to glycopeptide monotherapy.'*!5:16 It was based on the
initial observation of Sieradzki et al.'”-'® that in vitro highly van-
comycin-resistant strains recover -lactam susceptibility and that
combinations of glycopeptides and B-lactams show additive or
synergistic effects against vancomycin-susceptible methicillin res-
istant S. aureus (VS-MRSA), hGISA and GISA isolates.'>'>1%19-2?
Climo et al."® confirmed this phenomenon of synergism between
vancomycin and B-lactams in an in vivo experimental model of
endocarditis caused by GISA isolates in rabbits. However, contra-
dictory observations have been recorded in subsequent in vitro
studies including an antagonistic effect of these combinations at
particular sub-MIC B-lactam concentrations or a false synergy
caused by inappropriate testing methods.*"***® What is more,
no further in vivo evidence has confirmed this synergistic effect.

In order to broaden our knowledge of the role of the combina-
tions of glycopeptides and B-lactams in the therapy of hGISA
and GISA infections, we evaluated their activity in vitro by
means of time—kill curves and studied their efficacy in vivo with
a mouse model of peritonitis using four S. aureus strains with
different susceptibilities to glycopeptides, including vancomycin-
susceptible methicillin-susceptible S. aureus (VS-MSSA),
VS-MRSA, hGISA and GISA isolates.

Materials and methods

Bacterial strains and determination of MICs

Four clinical strains of S. aureus with variable degrees of susceptibility
to glycopeptides were included in in vitro and in vivo studies. Strain A
(HUB 954), VS-MSSA; strain B (HUB 284), VS-MRSA; strain C
(HUB 783) hGISA, belonging to the Iberian clone, growing on
4 mg/L vancomycin Mueller-Hinton plates with a frequency of
sub-populations of 3.6 x 107° cfu/mL, as previously described' (this
strain was equivalent to widely described Mu-3 heteroresistant strain);
and strain D (Mu50, ATCC 700699), GISA. Strains A, B and C were
isolated in our hospital, and strain D, reported as the first GISA strain
by Hiramatsu ez al.® was isolated in Japan in 1997. MICs to vanco-
mycin, teicoplanin, cloxacillin and cefotaxime of the four strains were
determined by macrodilution according to NCCLS guidelines?’
(Table 1).

Table 1. MICs (mg/L) for Staphylococcus aureus strains used in the
study

MIC (mg/L)
strain A strain B strain C strain D
Antibiotic (VS-MSSA)  (VS-MRSA)  (hGISA) (GISA)
Cloxacillin 0.38 512 1024 1024
Cefotaxime 0.5 1024 1024 2048
Vancomycin 1 2 4 8
Teicoplanin 0.5 1 8 16

VS, vancomycin-susceptible; MSSA, methicillin-susceptible S. aureus; MRSA,
methicillin-resistant S. aureus; hGISA, S. aureus with heterogeneous resistance
to vancomycin; GISA, glycopeptide-intermediate S. aureus.

Time—kill studies

Time—kill curves were performed according to NCCLS guidelines.?®

Bactericidal activity was evaluated by determining the killing rate for a
bacterial isolate by an antimicrobial agent. Aliquots of S. aureus were
cultured at 37°C in Mueller—Hinton broth tubes at an inoculum size of
10° cfu/mL and antibiotics were then added at chosen concentrations.
For each strain, vancomycin, teicoplanin, oxacillin and cefotaxime
were tested for a range of concentrations according to their MICs
and their achievable concentration in human serum. Glycopeptides
were tested at concentrations of 2 X MIC, 1 x MIC and 1/2 x MIC
while B-lactams at 2, 1, 1/4, 1/8 and 1/16 x MIC for strain A, and 1, 1/4,
1/16, 1/64 and 1/128 x MIC for strains B, C and D. Growth control was
assessed with an extra tube without antibiotic in all experiments. At 0,
4, 8 and 24 h of incubation, aliquots of 100 UL were taken from each
tube to perform direct and 10-fold dilutions, which were cultured on
trypticase soy agar (TSA) plates at 37°C for 24 h. Quantitative results
were then obtained by performing bacterial counts. To avoid carryover
antimicrobial agent interference, the sample was placed on the plate in
a single streak down the centre, allowed to absorb into the agar until the
plate surface appeared dry, and the inoculum was then spread over the
plate. Synergy of a combination of antibiotics was defined as a
decrease of at least 2 log;o cfu/mL at 24 h compared with the single
most active agent. An antibiotic or combination was considered
bactericidal when it obtained a reduction of at least 3 log;, cfu/mL.

Preparation of inoculum used in mice peritonitis

Colonies from fresh overnight cultures on 5% blood agar plates were
resuspended and grown for 4-6 h at 37°C in trypticase soy broth (TSB).
Immediately before inoculation, cultures in TSB were centrifuged and
resuspended in sterile saline, adjusted to an optical density of 0.5
McFarland (~10® cfu/mL) and then diluted to the appropriate size.
Inoculum sizes from 5 x 10° to 5 x107 cfu/mL were finally used in
mice experiments.

Mouse peritonitis model and sample processing

The animal studies were approved by the Ethics Committee for Animal
Experiments at the University of Barcelona. The model was based on a
previously described protocol.'*?3 Inbred, female, C57BL/6 mice
(~6 weeks; ~14-16 g) were used (Harlan Int. Ibérica, S.A., Barcelona,
Spain). Mice were kept ten to a cage and they had food and water ad
libitum. After a 1 week quarantine, inoculation was performed by
intraperitoneal injection of 0.5 mL of the inoculum via a 26-gauge
syringe. The inoculum consisted of a 5 x 10° to 5 x 107 cfu/mL
staphylococcal suspension with 5% (w/v) mucin in sterile saline. In
every set of experiments, 4 h after inoculation a group of mice were
killed as controls (total n = 13) and antibiotic therapy was initiated
(Hour 0). The rest of the mice were randomized to different therapeutic
regimens (total n = 6 per therapy) or the control group (total n > 12).
Antibiotic treatment or placebo was administered for 24 h following
schedules described below. A set of 48 h therapy experiments, using
vancomycin alone and combined with cloxacillin, were performed
with strains C and D to determine if a more prolonged treatment period
may involve changes in the efficacy of monotherapies or combina-
tions. At each time point (0, 24 and 48 h), mice were anaesthetized
intraperitoneally with 30 uL of ketamine/xylazine (5:1) and peritoneal
washes were performed by injecting 2 mL of sterile saline intraperi-
toneally followed by a 1 min external massage of the abdomen. Imme-
diately, 0.1 mL of blood was withdrawn by cardiac puncture to perform
qualitative blood cultures and animals were then killed by cervical
dislocation. Next, the abdomen was opened using an aseptic technique
and 0.2 mL of peritoneal fluid (PF) was recovered. PF samples were
diluted and plated (0.1 mL) on 5% blood TSA plates to perform direct
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and 10-fold dilution cultures. To avoid carryover antimicrobial agent
interference, the sample was placed on the plate in a single streak down
the centre, allowed to absorb into the agar until the plate surface
appeared dry, and the inoculum was then spread over the plate. The
detection limit using this method was 10" cfu/mL. In order to assess
bacteraemia, blood samples from cardiac puncture were grown in TSB
at 37°C for 24 h and then 100 uL of broth was cultured on TSA plates
(37°C for 24 h) to check for S. aureus growth. Mortality of control and
therapeutic groups was recorded at 24 h of therapy.

Efficacy of an antibiotic therapy was defined as the decrease in the
number of cfu (Alog cfu/mL) in PF after 24 h of therapy.

Therapeutic experiments

Pharmacokinetic studies to select the appropriate dose regimens res-
ulting in serum concentrations similar to those in humans were
described in a previous study.'* All antimicrobials were administered
subcutaneously. Mice infected with either strain A, B, C, or D were
randomized to receive vancomycin (30 mg/kg every 4 h) or teicoplanin
(40 mg/kg in a single daily dose) as monotherapy or in combination
with cloxacillin (160 mg/kg every 2 h) or cefotaxime (200 mg/kg every
2 h) or control group with saline serum as placebo. Average peak and
trough levels of vancomycin and teicoplanin in serum were 44 and
0.6 mg/L (at 15 min and 4 h), and 148 and 1.15 mg/L (at 1 and 24 h),
respectively; average peak and trough levels of cloxacillin and cefo-
taxime were 163 and 0.4 mg/L (at 15 min and 2 h), and 162 and
0.2 mg/L (at 10 min and 2 h), respectively. Results of experiments
regarding monotherapies were previously reported.'*

The possibility of a change in MIC for strains C and D (hGISA and
GISA) to glycopeptides by selection of vancomycin or teicoplanin-
resistant sub-populations during experimental therapy was investig-
ated by performing a new determination of MIC on the colonies
growing in PF at 24 h of therapy.

Pharmacodynamic analysis

We evaluated the efficacy of the particular combination of vancomycin
and cloxacillin according to the method described by Mouton ef al.*'
We calculated the pharmacodynamic indices (PDIs) for vancomycin
and cloxacillin on the basis of previously reported pharmacokinetic
studies.'* Different PDIs were based on different susceptibilities of the
strains involved in the study. The efficacy of the single therapy was
then described as a function of the PDI most appropriate for each agent
using a linear regression model. For cloxacillin # < MIC is widely
accepted as the best PDI to predict efficacy; for vancomycin, we
found that AUC/MIC was the parameter with the best correlation
with efficacy (a multiple regression analysis with different PDIs
was used to determine which was the more appropriate PDI to predict
efficacy of the single therapy; data not shown). Alternatively, a mul-
tiple regression analysis was used to determine the contribution of each
PDI to the efficacy of the combination therapy. A prediction of the
efficacy of the combination was then calculated using the linear regres-
sion models for both single-agent therapies by means of a linear
combination, and the predicted values were compared with the
experimentally observed values.

Statistics

Analysis of variance (ANOVA) with Scheffé post hoc test was used to
analyse multiple bacterial count comparisons between therapeutic and
control groups. Comparisons between strains were made by using
ANOVA (with Tukey post hoc test). Two-tailed Fisher’s exact test
was used for categorical data (survival, bacteraemia). A P value
of <0.05 was considered statistically significant for all tests. SPSS

statistical program was used for calculation of the linear and multiple
regression models of the pharmacodynamic analysis.

Results

In vitro studies: time—kill curves

The most significant time—kill curves of the four strains involved in
the study are shown in Figure 1.

Strain A. Vancomycin alone showed bactericidal activity at 2 X
MIC concentration and bacteriostatic activity at 1 x MIC, while
teicoplanin achieved only bacteriostatic activity at concentrations
above the MIC and did not reduce bacterial count at 24 h at 1 x
MIC. Cefotaxime alone was bactericidal at 2 X and 1 x MIC, while
oxacillin was bactericidal only at 2 x MIC. The addition of both
B-lactams at 2 X, 1 x and 1/2 x MIC to vancomycin at concentra-
tions above the MIC slightly improve its activity, but without a
synergistic effect. Combination of teicoplanin at concentrations
above the MIC with cefotaxime at 2 X and 1 X MIC reached
bactericidal activity because of the B-lactam activity, while the
addition of oxacillin at those concentrations did not. Synergy
was observed with the addition of both B-lactams at 1/2 x and
1/4 x MIC. Combinations of vancomycin or teicoplanin at 1/2 X
MIC with cefotaxime or oxacillin at sub-MIC concentrations
showed synergy; with cefotaxime at 1/2 X or 1/4 x MIC, combina-
tions were bactericidal.

Strain B. Glycopeptides achieved a minimum bacterial count
reduction of 1-2 log cfu/mL at 24 h when tested alone at concen-
trations above the MIC (slightly better for vancomycin), their
activity being only bacteriostatic. Cefotaxime was bactericidal
at 1 x MIC, showing better activity than oxacillin, which was
not effective at that concentration. The addition of the -lactams
at 1 x MIC to vancomycin at concentrations above the MIC did not
improve the activity of the glycopeptide. On the other hand, the
combination of teicoplanin at 1 X MIC with oxacillin at 1 x MIC
showed additive effect, without being bactericidal; the addition of
cefotaxime did not improve the activity achieved by the B-lactam
alone. Combinations of teicoplanin at 1/2 X and 1/4 x MIC with
both cefotaxime and oxacillin at sub-MIC concentrations up to
1/64 x MIC were synergistic; since the activity of vancomycin
alone at 1/2 x MIC remained moderate, only combinations with
vancomycin at 1/4 x MIC showed synergism. All combinations
reached only bacteriostatic activity.

Strain C. Vancomycin and teicoplanin alone were bacteriostatic at
concentrations above the MIC and retained a slight activity at 1/2 X
MIC, showing a similar profile to strain B curves. Oxacillin and
cefotaxime were only bacteriostatic at 1 x MIC concentration when
tested alone. Combination of both B-lactams at that concentration
with glycopeptides above the MIC did not result in any improve-
ment. Combinations of both glycopeptides at 1/4 X MIC concen-
trations with oxacillin or cefotaxime showed synergism for a range
of concentrations up to 1/64 x MIC for both B-lactams; only the
ones with vancomycin at 1/4 x MIC and oxacillin at 1/4 X and
1/16 x MIC were bactericidal.

Strain D. Vancomycin and teicoplanin were on the threshold of
bactericidal activity when tested alone at concentration of 2 x MIC;
their activity was better than against strains B and C. Oxacillin and
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Figure 1. (a—d) Time—Xkill curves for strains A, B, C and D, respectively. OXA, oxacillin; CTX, cefotaxime; VAN, vancomycin; TEC, teicoplanin.

cefotaxime tested alone at concentrations above the MIC were also
in the range of bactericidal activity, but without reaching a 3 log
cfu/mL decrease. The addition of B-lactams at 1 x MIC to vanco-
mycin at concentrations above the MIC was additive and almost
synergistic; their addition to teicoplanin at concentrations above
the MIC reached a clear synergistic and bactericidal effect. Com-
binations of both glycopeptides at concentrations of 1/2 x and 1/4 x
MIC with cefotaxime and oxacillin at sub-MIC concentrations up
to 1/64 (even at 1/128 x MIC for oxacillin) were synergistic and
bactericidal in all cases. Combinations were more active against
this strain.

Therapeutic efficacy in the mouse peritonitis model

Mortality and bacteraemia by strains. Mortality of control mice at
24 h differed according to strain: 55% in strain A, 22% in strain B,
62% in strain C and 21% in strain D, reflecting the virulence of the
model. At 48 h, mortality was 50% for strain C and 17% for strain
D. On the other hand, mortality was 0% in all therapeutic groups
with all strains.

Bacteraemia of control and therapeutic groups after 24 h therapy
for all strains is shown in Table 2.

Bacterial counts in PF by strains. Bacterial count in PF (expressed
as mean cfu/mL + SD) of control animals at Hour 0 were: 7.62 *
0.37 (n = 23) for strain A; 7.05 £ 0.43 (n = 15) for strain B; 7.04
0.55 (n = 27) for strain C and 7.02 £ 0.35 (n = 13) for strain D
experiments. Table 3 shows bacterial counts in PF at 24 h, after
treatment with different therapies or without treatment (control

90

Table 2. Bacteraemia of infected mice after 24 h of treatment for
therapeutic and control groups

% Positive blood cultures

strain A strain B strain C  strain D
Therapy (VS-MSSA) (VS-MRSA) (hGISA) (GISA)
Control 24 h 100 100 100 100
VAN 25 0 33 33
TEC 100 50 100 100
CLO 0 100 100 33
CTX 0 66 100 100
VAN + CLO 0 0 100 80
TEC + CLO 0 0 100 80
VAN + CTX 0 0 100 80
TEC + CTX 0 100 100 80

VAN, vancomycin; TEC, teicoplanin; CLO, cloxacillin; CTX, cefotaxime.
Data are expressed as percentages of positive blood cultures (n > 6). Bacteraemia
of control animals at the start of therapy (Hour 0) was 100% for all strains.

group). Efficacy of an antibiotic therapy was defined as the
decrease in the number of cfu (Alog cfu/mL) in PF between
0 and 24 h.

The MICs for these colonies were identical to those of the initial
isolates. For strain A (VS-MSSA), no statistical differences were
found between single or combined therapies, with the exception of
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Table 3. Bacterial count in peritoneal fluid (PF) for therapeutic and control groups after 24 h therapy

Therapy®

PF bacterial count + SD (log cfu/mL) [n]

strain A
(VS-MSSA)

strain B
(VS-MRSA)

strain C
(hGISA)

strain D
(GISA)

Control 24 h

6.95 + 0.62° [13]

VAN 4.64 + 0.46 [6]
TEC 5.26 + 0.65 [6]
CLO 4.40 + 0.32 [6]
CTX 4.05 + 0.65 [6]
VAN+CLO 4.17 + 0.05° [6]
TEC+CLO 4.69 + 0.34 [6]
VAN+CTX 3.96 + 0.25° [6]
TEC+CTX 4.13 + 0.20°[5]

7.01 £ 0.62 [15]
4.66 + 0.44° [6]
4.73 + 0.63° [6]
6.26  0.47 [6]

6.35 £ 0.67 [6]

4.69 + 0.60° [6]
4.43 +0.27° [6]
4.92 + 0.47° [6]
5.44 + 0.36° [5]

7.18 £ 0.73 [14]
5.19 £ 0.399 [6]
6.02 + 0.889 [7]
6.08 £ 0.90 [6]
7.59 £ 0.38 [6]
5.48 + 0.559 [6]
5.37 + 0.60° [6]
4.61 + 0.79° [6]
6.45 + 0.43 [7]

7.02 £ 0.75 [12]
5.80 + 0.46 [6]
6.37 £ 0.87 [6]
5.98 + 0.69 [6]
7.26 + 0.45 [6]
5.70 + 0.40° [7]
4.98 + 0.33%¢ [6]
5.77 £ 0.37 [7]
5.91 + 0.68 [7]

VAN, vancomycin; TEC, teicoplanin; CLO, cloxacillin; CTX, cefotaxime.
Data regarding monotherapies have been previously reported.®

PAll therapies P <0.05 versus control group.

€P <0.05 versus control.

4P <0.05 versus control.

°P<0.05 versus TEC.

P <0.05 versus control.

€P <0.05 versus TEC.

teicoplanin, which was statistically less efficacious than most com-
binations. In strain B (VS-MRSA) and strain C (hGISA) experi-
ments, as expected, B-lactams were not effective; combinations of
glycopeptides and B-lactams did not improve the efficacy of single
therapy with vancomycin or teicoplanin. Against strain D (GISA)
both vancomycin and teicoplanin showed lower efficacy than
against the rest. Only combinations with cloxacillin reached stat-
istically significant differences when compared with controls.
Interestingly, teicoplanin—cloxacillin combination was signific-
antly more efficacious than teicoplanin alone.

In vivo efficacy after 24 h of therapy with vancomycin alone or
combined with cloxacillin against the four S. aureus strains is
compared in Figure 2(a), showing a significant decrease for
both single and combined therapies when glycopeptide resistance
increased. Efficacy of monotherapies and combinations increased
from 24 to 48 h of therapy for strains C and D, but no significant
differences were observed at this point between monotherapy and
the combined treatment (Figure 2b). Multiple regression analysis
of the efficacy of the combination therapy as a function of PDIs
for vancomycin and cloxacillin showed that only the AUC/MIC for
vancomycin could explain that efficacy, being non-significant for
the contribution of > MIC cloxacillin to the model and confirming
that the addition of the 3-lactam did not mean any synergistic nor
additive effect; thus R® for the model including both antibiotics
PDIs was 0.573, while partial R* including only AUC/MIC for
vancomycin was 0.569. Prediction of efficacy of the combination
was closer to the observed efficacy, with a moderate correlation
(Figure 3).

Discussion

The in vitro effect of combining glycopeptides and B-lactams
against VS-MRSA, hVISA and GISA strains is a highly contro-
versial issue. It has been proposed that the efficacy of these

combinations depends on the glycopeptide susceptibility pheno-
type. If this is the case, synergistic results would be found against
highly vancomycin-resistant isolates, given that the significant
alterations in cell wall composition required for vancomycin res-
istance make these isolates more sensitive to -lactam antibiot-
ics.'”'® However, not all the observations in this setting support
this suggestion,'?-!%16-19-24-26

In the present study, we evaluated the efficacy of these
combinations against four strains of S. aureus with different gly-
copeptide susceptibilities, first in vitro and then in vivo. We used
two susceptible strains A and B (VS-MSSA and VS-MRSA) and
two heteroresistant and intermediate-resistant strains C and D
(hGISA and GISA), which have been associated with clinical fail-
ures following glycopeptide therapy;' 6 ur hGISA strain (strain C),
belonging to the reported Iberian clone, was equivalent to standard
Mu3 strain. In time—kill curves, a synergistic effect between gly-
copeptides and [3-lactams was observed for all the S. aureus strains
studied at sub-MIC concentrations for both antibiotic groups. The
relationship between this synergistic effect and the degree of van-
comycin resistance was only partially observed. On the one hand,
combinations showed the highest efficacy against strain D (GISA),
most of them being synergistic and bactericidal, whereas with
strains B (VS-MRSA) and C (hGISA) they were only bacterio-
static. However, with strain A (VS-MSSA), the combinations of
glycopeptides and B-lactams also showed synergy and, in fact, were
highly bactericidal with cefotaxime. Similarly, an in vitro syner-
gistic effect between vancomycin and cefepime against some
MSSA strains has been described.”

Another controversial aspect regarding the possible synergism
of glycopeptide and B-lactam combination against VS-MRSA,
hGISA and GISA strains is the influence of the concentration of
B-lactams on the effect of such combinations.?"**?° It has been
suggested that B-lactams at or near the MIC may produce a syn-
ergistic or additive effect, while lower B-lactam concentrations
combined with vancomycin may be antagonistic. In our study,
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Figure2. (a) Comparisonof vancomycin (VAN) versus vancomycin plus cloxa-
cillin (VAN + CLO) efficacy at 24 h (strains A, B, C and D) in the therapy of
peritoneal infection due to S. aureus. Data are expressed as decrease in bacterial
count in peritoneal fluid between therapeutic groups at 24 h and control groups at
0 h (Alog cfu/mL). (b) Comparison of vancomycin (VAN) versus vancomycin
plus cloxacillin (VAN + CLO) efficacy at 48 h (strains C and D) in the therapy of
peritoneal infection due to S. aureus. Data are expressed as decrease in bacterial
count in peritoneal fluid between therapeutic groups at 48 h and control groups
at 0 h (Alog cfu/mL).

we observed synergism and/or bactericidal activity with oxacillin
at concentrations considerably lower than the MIC (range
4-16 mg/L). However, our results were not in clear disagreement
with those reported by other authors,'*'®® since oxacillin con-
centrations at which they observed synergism (referred to as ‘near
the MIC’) were in the same range as ours (referred to as ‘sub-
MIC’), depending on the MICs for the strains studied. We selected
the test concentrations according to MICs for the strains and the
range of achievable human serum levels; consequently, we did not
study the effect of concentrations of B-lactams <4 mg/L and so we
cannot rule out a possible antagonistic effect at these low levels. In
any case, we conclude that sub-MIC levels of B-lactams do not
necessarily determine antagonism against hGISA and GISA
strains, as has been stated elsewhere.?!"?+32

As we described previously,'* our mouse peritonitis model was
able to compare the efficacy among different antibiotic therapies
and also the efficacy of a therapy among strains with different

R2=0.5207

Alog; cfu/mL observed

_4 1 1 1
4 -3 ) -1

Alog cfu/mL predicted

Figure 3. Observed versus predicted values for vancomycin plus cloxacillin
combination. Predicted values were based on the PDIs for both antibiotics. PDIs
are calculated on the basis of the different susceptibilities of the strains involved
in the study.

susceptibilities. We selected bacterial counts in PF as the major
endpoint for the assessment of antibiotic efficacy, since the differ-
ences found in bacteraemia rates between the antibiotic schedules
were usually in a narrow range and mortality was 0% for all ther-
apies.14 We used a short period of treatment of 24 h in order to
increase the relevance of the model, since this is the critical period
of such an acute infection.

In this experimental study, a direct relationship between the
increase in MICs of vancomycin and the decrease in the efficacy
of glycopeptide and B-lactam combinations was observed; in a
similar way, we have previously reported that the increase in
glycopeptide resistance was correlated to a decrease in the efficacy
of monotherapies with vancomycin or teicoplanin,'* and also it is in
agreement with clinical data on the relevant influence of
glycopeptide susceptibility."” The synergistic pattern clearly
found in in vitro tests was not observed, since combinations of
glycopeptides and -lactams did not significantly improve the effi-
cacy of monotherapies with glycopeptides against any strain,
although antagonism was not detected either. A confirmation of
this point was given, first, by the multiple regression analysis of the
efficacy of the combination, which showed that only AUC/MIC of
vancomycin could explain the efficacy of the combination and 7 >
MIC for cloxacillin was not significant to the model; second, in
Figure 3, in which the predicted and the observed efficacy of the
combination were similar or, in other words, the intercept of the
regression line between predicted and observed responses was ~0,
indicating that the combinations have no synergy (as it was pre-
viously proposed by Mouton ez al.*"). Prolonging the treatment up
to 48 h did not provide significant additional information about
differences in monotherapy and combination activities, although
both increased slightly at this time point. Antibiotic doses were
selected on the basis of achievable concentrations in humans in
clinical practice (according to susceptible strains). At these doses, it
seems logical that sub-inhibitory concentrations were found in
animal experiments involving resistant strains (B, C and D for
B-lactams, and C and D for glycopeptides); following the same
criteria we selected concentrations for in vitro studies which were
also in the sub-inhibitory range. The discrepancies observed
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between in vitro and in vivo experiments using these sub-inhibitory
concentrations are difficult to explain, even accepting the differ-
ences between both environments.

Why our model was not able to corroborate the in vivo syner-
gism observed by Climo et al. 13 using glycopeptides and B-lactams
in a model of endocarditis by GISA could be explained by differ-
ences in the experimental design of both studies. Endocarditis is a
deep-seated and more difficult-to-treat infection and penetration of
vancomycin or teicoplanin in cardiac vegetations is lower than in
the peritoneum. In addition, models were based on different animal
species and involved distinct treatment schedules. While vanco-
mycin monotherapy failed in endocarditis, it preserves a certain
activity in the mouse peritonitis model against the same GISA
strain (Mu50); the addition of a B-lactam resulted in a synergistic
combination in the first model and was indifferent in the second
one. Whereas the endocarditis model was shown to be adequate to
assess the effect of the combinations, it may be that our peritonitis
model was not demanding enough, although the observation that
slight increases in vancomycin MICs determined a progressive loss
of the efficacy of the combined therapy is a differential finding of
our model.

In conclusion, while substantial synergism was observed in
in vitro time—kill studies with combinations of B-lactams and
glycopeptides against VS-MSSA, VS-MRSA, hGISA and espe-
cially against the GISA (Mu50) strain, in the mouse peritonitis
model only occasional traces of this activity were found. On the
other hand, no antagonism was observed either in vitro or in vivo at
any sub-MIC B-lactam concentration. However, the most important
issue continues to be the actual potential of these combinations in
clinical practice. There is a certain microbiological and experi-
mental basis for a synergistic effect, and combinations may be
useful in highly specific clinical conditions, but overall it does
not seem that this alternative will play a major role in the therapy
of most hGISA and GISA infections in the coming years.
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5. DISCUSION

Modelo de peritonitis por S. aureus en el raton

El modelo de peritonitis en ratéon ha sido ampliamente utilizado en el pasado en
la investigacion antiinfecciosa, bien en estudios de patogénesis, bien en el estudio de la
terapéutica antimicrobiana. Como se ha comentado anteriormente, con la mortalidad
como variable principal, este modelo es ttil pero limitado: se puede valorar la eficacia
de un antibiotico pero la comparacion de varios tratamientos o cepas resultaria mucho
mas costoso en términos estadisticos (tamafio muestral), econdmicos y de tiempo. Nos
planteamos, pues, desarrollar una versién optimizada de este modelo que fuera mas
eficiente y rentable. El principal objetivo fue desarrollar un modelo lo suficientemente
afinado, capaz de detectar diferencias sutiles entre dos o mas pautas terapéuticas (a
priori con actividad similar) o entre cepas con diferencias pequenas en su sensibilidad
frente a los antibioticos implicados.

La primera variable analizada fue la cepa de raton. Basandonos en las medias
del recuento bacteriano en liquido peritoneal (LP), la dispersion de éste y la tasa de
bacteriemia en el tiempo, se escogié finalmente la cepa consanguinea C57BL/6. La
homogeneidad genética de esta cepa se tradujo en una mayor susceptibilidad a la
infeccion y en unos datos mas homogéneos en términos generales. Otra variable
importante implicada en el disefio es el tamafio del indculo. En nuestro caso buscamos
un indculo que produjera recuentos bacterianos altos en el peritoneo y alta tasa de
bacteriemia, pero con una mortalidad baja en las primeras horas de la infeccion, para
que el grueso de los animales llegara con garantias al inicio del tratamiento y
pudiéramos utilizar animales control (sin tratamiento) en los experimentos
terapéuticos. Asi, encontramos recuentos bacterianos en LP entre 7-8 log UFC/ml y
bacteriemia del 100% para indculos de 10° y 107 ufc/ml, mientras la mortalidad varié
entre el 0% y el 80% a las ocho horas de la inoculacion para los mismos indculos, lo que
da una idea de la importancia de este pardmetro. Dependiendo también de la cepa, la

mortalidad para un indculo de 10° ufc/ml se situd entre el 21% y 62% a las 24 horas de
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la inoculacién, lo que refleja la virulencia del modelo. El tamafio final del indculo se
ajustd teniendo en cuenta este ultimo dato, oscilando entre 5-9 x 10° ufc/ml para la cepa
MSSA y 1-5 x 107 para el resto.

Las principales ventajas del modelo de peritonitis en raton fueron su
reproducibilidad, su sencillez de manejo y su bajo coste, muy por debajo de otros
modelos animales. La homogeneidad de datos y la sensibilidad de parametros como el

recuento de UFC confirman su utilidad para este tipo de estudios.

Glucopéptidos v B-lactdmicos como monoterapia de la peritonitis experimental por

S. aureus con diferentes patrones de sensibilidad

Vancomicina a las dosis de 30 mg/kg escogidas alcanzd un pico sérico en el
rango del de los humanos, con un cociente Cmax/CMI (IQ) ptimo para las cepas MSSA
y MRSA (cepas A y B, ambas VS), correcto para la cepa hGISA (C) y ligeramente por
debajo de lo recomendado para le cepa GISA (D). Se administré cada 4 horas (dosis
total 180 mg/kg/d) para mantener el T>CMI lo mas alto posible (>70% para las cepas A
y B; ~50% para C y D). La administracion de teicoplanina a 40 mg/kg/d en monodosis
permitid alcanzar altos niveles séricos y una concentracién valle (24 h) cercana a la
recomendada; debido a su larga vida media mostré una AUCo-2sn muy elevada y los
T>CMI oscilaron entre el 100% para las cepas A y B, y algo mas del 50% para las C y D.
En general, los indices IQ y t>CMI confirmaron un buen perfil PK/PD para
teicoplanina, similar al que presenta en humanos. El parametro AUCo24n /CMI fue
Optimo para ambos antibioticos frente a las cepas A y B, y disminuy6 por debajo del
valor recomendado de 125 frente a las cepas C y D; como se observd posteriormente,
esto se correlaciond con una pérdida significativa de eficacia de ambos antibioticos
frente a estas dos cepas.

La eficacia de vancomicina decrecido progresivamente de la cepa A la C,
mostrando una buena correlacién con el (también progresivo) aumento de las CMIs y
la consecuente disminucion de los valores de los parametros PK/PD (tabla 2, pag. 350,
MDR 10:346-353). Teicoplanina mostré buena eficacia frente a la infeccion por las cepas

Ay B, pero s6lo moderada frente a las cepas C y D, acorde, también, a su perfil PK/PD.
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En los experimentos frente a las cepas A y B, con CMIs mads bajas frente a los dos
glucopéptidos, vancomicina mostré una actividad ligeramente mejor que teicoplanina.
Este efecto se hizo mas evidente frente a las cepas C y D (en las que disminuye la
sensibilidad a ambos antibioticos) aunque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos glucopéptidos. Asi, a pesar de su aparente
mejor perfil PK/PD, teicoplanina fue menos eficaz in vivo que vancomicina,
confirmando un patrén que tiene precedentes en la literatura cientifica (62, 142, 145).
Es interesante como estas diferencias son mas palpables frente a las cepas hGISA y
GISA, lo que sugiere que teicoplanina perderia eficacia un paso antes que vancomicina
y podria actuar como un marcador en este sentido (146). Un articulo reciente publicado
por Pavie y col. describe el impacto del fenotipo GISA sobre la terapia con teicoplanina
en un modelo de endocarditis experimental, observacion que se alinea con nuestros
resultados (146). La baja penetracion en algunos tejidos y el alto nivel de unién a
proteinas plasmaticas se han propuesto como algunas de las causas para el fracaso de
teicoplanina en algunas infecciones clinicas i/o experimentales (57, 65, 137, 146, 147),
aunque in vitro también observamos una menor actividad intrinseca de teicoplanina en
comparacion con vancomicina (ver resultados).

Frente a la cepa A (VS-MSSA), cloxacilina y cefotaxima fueron mas eficaces que
los glucopéptidos, llegando a ser bactericidas a las 24h, confirmando la prediccién a
partir de sus indices farmacodindmicos (PDIs), en este caso el T>CMI. Vancomicina y
teicoplanina no llegaron a ser bactericidas, poniéndose de manifiesto la conocida
superioridad de los B-lactdmicos frente a los glucopéptidos en infecciones por cepas
MSSA (72, 74, 148). Ambos B-lactdmicos retuvieron una minima actividad frente a la
cepa B a pesar de unos PDIs claramente desfavorables (T>CMI ~ 0);
sorprendentemente, cloxacilina tuvo una actividad moderada frente a las cepas C y D,
dato que no parece consistente con su perfil PK/PD respecto a estas cepas. Un
argumento que explicaria parcialmente este hecho es el descrito por Sieradzki y
Tomasz, que destacaron la pérdida reciproca de resistencia a los [-lactdmicos en las
cepas que perdian la sensibilidad a vancomicina (123, 124). Por un lado observaron
codmo cepas mutantes de laboratorio de S. aureus resistentes a vancomicina reducian su

resistencia a B-lactdmicos segun aumentaban sus CMIs a glucopéptidos; por otro

99



100

Discusion

apuntaron que la adquisicion de esta resistencia a glucopéptidos implicaba el paso de
un fenotipo de resistencia homogéneo a meticilina a uno heterogéneo. En nuestro caso,
aun cuando las cepas hGISA y GISA (C y D) utilizadas en nuestros experimentos
contintan siendo altamente resistentes a meticilina si atendemos a sus CMIs,
planteariamos la hipotesis de que la creciente eficacia in vivo de cloxacilina en estas
cepas se deba a la emergencia de subpoblaciones mas sensibles, lo que reflejaria una

etapa temprana en el transito hacia un fenotipo de resistencia heterogéneo.

Eficacia de vancomicina y teicoplanina en el tratamiento de la infeccion por GISA.

La eficacia de vancomicina y teicoplanina en el tratamiento de la peritonitis por
las cepas B, C y D decrecié progresivamente en paralelo al aumento de sus CMIs a
glucopéptidos. Es interesante observar como los porcentajes de bacteriemia
aumentaron también progresivamente (de la cepa B a la D) de manera andloga al
descenso del killing de los glucopéptidos; esto es, existi6 concordancia entre
bacteriemia y recuentos en LP. La comparacion de la eficacia de los glucopéptidos
entre las cuatro cepas revela la existiencia de una relacion lineal inversa entre las CMIs
para vancomicina y su eficacia in vivo. Este resultado sugiere que el descenso en la
sensibilidad de S. aureus a los glucopéptidos podria tener implicaciones clinicas; en este
sentido, algunos autores ya han descrito la influencia del fenotipo GISA y hGISA en la
clinica (84-86, 109, 110), con fracasos terapéuticos en el contexto de infecciones graves
como endocarditis, bacteriemia, infecciones osteoarticulares y de prétesis o abscesos no
drenados.

Otra lectura que se desprende de nuestros experimentos es el remanente de
actividad que todavia parece mantener vancomicina frente a las cepas C y D. Aunque
escasa, esta actividad bacteriostatica residual podria tener cierta importancia. Asi, es
probable que en numerosos casos no complicados e infecciones mas leves como, por
ejemplo, infecciones de piel y tejidos blandos no necrotizantes, la disminucion en la
sensibilidad a vancomicina no alcance relevancia clinica y ésta funcione de forma
equivalente a como lo hace en infecciones por VS-MRSA. Seria especificamente en los

casos de infecciones graves y/o que presentan importantes factores concomitantes
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decisivos para que la infeccion sea dificil de curar, en los que la presencia de una cepa
hGISA implicaria el fracaso terapéutico del tratamiento con vancomicina en
comparacion con una infeccion debida a una cepa VS-MRSA.

El modelo de peritonitis se mostr6 especialmente ttil para comparar la eficacia
de diferentes antibidticos en el tratamiento de la infeccion por S. aureus; también
permitié observar la influencia que tienen sobre la eficacia de un tratamiento
variaciones minimas en la sensibilidad de diferentes cepas. Nuestro estudio sugiere
que la resistencia heterogénea a glucopéptidos y el aumento de las CMIs que implica

puede asociarse con una pérdida de eficacia de estos antibioticos.

Actividad in vitro de la combinacién de glucopéptidos y B-lactamicos frente a S.

aureus con diferente patron de sensibilidad: VS-MSSA, VS-MRSA, hGISA y GISA

El efecto in vitro de la combinacion de glucopéptidos y P-lactdmicos frente a
cepas de S. aureus con diferente sensibilidad a glucopéptidos es un tema controvertido.
Se ha propuesto que la eficacia de estas combinaciones dependeria de la sensibilidad
de S. aureus a los glucopéptidos (122). Basandose en las alteraciones en la pared celular
requeridas en el desarrollo de la resistencia a vancomicina, que implican también una
recuperacion de la sensibilidad a los (-lactdmicos por parte de estas cepas, se ha
planteado la hipdtesis de que el efecto sinérgico de las combinacidon glucopéptido- 3-
lactamico deberia ser mayor cuanto mayor fuera la resistencia a glucopéptidos (122,
123). Esto es, que la combinacidn seria claramente activa frente a GISA y quizd no
frente VS-MRSA. Sin embargo, no todos los datos sustentan esta propuesta (116-121).

Hemos evaluado la eficacia de estas combinaciones in vitro e in vivo frente a las
cuatro cepas incluidas en el estudio, dos de ellas sensibles a glucopéptidos (VS-MSSA y
VS-MRSA), otra con heterorresistencia (hGISA) y la cuarta con resistencia intermedia
(GISA), las dos ultimas, ademas, relacionadas con fracasos clinicos (76, 84). Los
resultados in vitro mostraron el efecto sinérgico de las combinaciones entre
glucopéptidos y -lactamicos frente a todas las cepas de S. aureus, a concentraciones
por debajo de la CMI (como se ha comentado anteriormente, las concentraciones

relevantes), aunque no en todos los casos con la misma intensidad. Las combinaciones
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resultaron mds activas frente a la cepa VS-MSSA (la mas sensible) y GISA (la
resistente), alcanzando frente a éstas un efecto bactericida; mientras, su actividad frente
a las cepas intermedias fue mas discreta, mostrando sélo un efecto bacteriostatico y sin
diferencias apreciables entre las dos. Asi, la hipotética relacion entre el efecto sinérgico
de las combinaciones y el grado de resistencia a glucopéptidos, propuesta a partir de
los trabajos de Sieradzki y Tomasz (122-124), fue so6lo parcialmente observada (si para
GISA, no para hGISA respecto a MRSA). Existen, sin embargo, precedentes en la
literatura que han descrito el efecto sinérgico de estas combinaciones frente a cepas S.
aureus con diferentes grados de resistencia a glucopéptidos y B-lactamicos (incluyendo
cepas MSSA, MRSA y hGISA), sin que el grado de resistencia a vancomicina parezca
tener una relacion directa (116-121). En nuestro caso, tampoco podemos confirmar este
punto.

Otro aspecto controvertido en relacion a la posible sinergia de las
combinaciones glucopéptidos-B-lactdmicos frente a cepas MRSA, GISA o hGISA es la
influencia de la concentracion del B-lactdmico en el efecto final de éstas (118, 125, 127).
Se ha sugerido que para que se produzca un efecto sinérgico, la concentracion del [3-
lactamico deberia ser igual o superior a la CMI respecto a la cepa sobre la que actta,
mientras que a concentraciones inferiores a la CMI, el efecto podria ser antagdnico. En
nuestro estudio no observamos esta circunstancia y el efecto sinérgico se mantuvo a
concentraciones considerablemente por debajo de la CMI. De hecho, es practicamente
imposible que la concentracion sérica de los B-lactdmicos pueda estar cerca de la CMI
si hablamos de cepas MRSA (con o sin resistencia a glucopéptidos) con CMIs de 1024
ug/ml o superiores; en ningin caso los niveles séricos que se dan en humanos se
acercarian a esos valores. Sin embargo, si se analizan cuidadosamente los resultados de
los trabajos que describen este antagonismo y se comparan con los de nuestro estudio,
las diferencias podrian ser poco importantes. Asi, las concentraciones a las que Aritaka
y col. (125) observaron sinergia fueron similares a las nuestras, al margen de su
relaciéon con la CMI. La diferencia estaria mds en la sensibilidad de las cepas
estudiadas, lo que determinaria en nuestro estudio que los niveles de sinergia
estuvieran por debajo de la CMI, y en el de otros autores no fuera asi. En consecuencia,

nuestra hipodtesis iria en el sentido de que la relacion del B-lactdmico con la CMI no
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determinaria el efecto final de la combinacion, y que lo mas importante seria la
concentracion absoluta del B-lactamico. En nuestro caso, ademas, la seleccién de las
concentraciones para el estudio in vitro (curvas de letalidad) se hizo con criterios
farmacocinéticos, esto es, se evaluaron las concentraciones alcanzables en suero
humano en relacion a las dosis clinicas, por lo que algunas de las concentraciones sub-
inhibitorias valoradas in vitro por otros autores (p. ej. < 4 ug/ml) no se estudiaron. En
ese rango no podemos descartar un efecto antagdnico, aunque consideramos que
tampoco seria de gran interés clinico. De cualquier forma, nuestra conclusion en este
punto pretende hacer énfasis en que las concentraciones sub-inhibitorias de f-
lactdmicos en combinacion con glucopéptidos frente a cepas hGISA y GISA no son

necesariamente antagonicas.

Eficacia in vivo de la combinacion de glucopéptidos v B-lactdmicos en el modelo de

peritonitis en el raton

El estudio in vivo de las combinaciones entre glucopéptidos y [B-lactdmicos en el
modelo de peritonitis en el ratén no confirmo el patron de sinergia observado in vitro.
Las combinaciones no mejoraron de manera significativa la eficacia de las
monoterapias frente a ninguna de las cuatro cepas; tampoco se detectd antagonismo.
Andlogamente a lo sucedido con los glucopéptidos en monoterapia, se observo una
relacion directa entre el aumento en la CMI de los glucopéptidos y la disminucion de la
eficacia (fig. 2.a, art. JAC 56:709-16). En algtin caso apreciamos una cierta tendencia a la
mejora de la eficacia con las combinaciones entre teicoplanina y 3-lactdmicos respecto a
teicoplanina en solitario (con peor actividad que vancomicina como monoterapia),
aunque ésta no tuvo una confirmacion estadistica ni tampoco resulté un patron
generalizado.

El andlisis estadistico basado en los PDIs confirmé la equivalencia entre la
monoterapia con vancomicina y la combinacién de ésta con cloxacilina (principales
antibioticos utilizados en la clinica). En primer lugar, el andlisis de regresion multiple
de la eficacia de la combinacion como funcién de los pardmetros farmacodindmicos

asociados a vancomicina y cloxacilina (los que mejor predicen la eficacia cada uno por
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separado) mostré cdmo sélo AUC/CMI de vancomicina podria explicar la eficacia de la
combinacién (es significativo para el modelo de regresion), mientras que t>CMI,
asociado a cloxacilina, no fue significativo para el modelo. La interpretacion se basé en
que si ambos parametros hubieran sido significativos dentro de la regresion, esto se
podria relacionar con un efecto sinérgico o aditivo; en cambio, si se correlacionaba solo
uno, el segundo antibiético no tenia ningin peso en la actividad de la combinacion,
esto es, el efecto de la combinacion era indiferente. El segundo apunte estadistico,
basado en un andlisis propuesto por Mouton y col. (144), comparé la eficacia de la
combinacion observada experimentalmente con una prediccion (calculada segun se
describe en el apartado del disefio experimental). En nuestro caso, la prediccion fue
similar a la observacién (X~Y), con lo que la recta de regresion prediccién-observacion
que se infiere corta el eje de coordenadas (X e Y ~ 0), lo que se interpreta como no
adicion ni sinergia (fig. 2.b, art. JAC 56:709-16); si la recta cortara en otro punto que no
fuera el eje de coordenadas, por ejemplo en un valor AUFC negativo (eje Y), indicaria
que la combinacion tenia algin efecto sinérgico. Este andlisis estadistico final permitio
afianzar la validez de nuestros resultados, que mostraron una falta de relacion en los
experimentos in vitro e in vivo. En este sentido, la realizaciéon de experimentos
adicionales prolongando el tratamiento hasta las 48h, planteados para asegurar el
patrén de eficacia observada a las 24h, no nos aport6é nueva informacion significativa
(fig. 2.b, art. JAC 56:709-16). La eficacia de las monoterapias y las combinaciones se
mantuvo y el descenso en el recuento de UFC se afianzd globalmente, pero no se
observaron diferencias entre combinaciones y monoterapias.

Como se ha explicado ya anteriormente, las dosis de antibidtico utilizadas en el
modelo fueron seleccionadas en base a criterios farmacodinamicos, teniendo en cuenta
la farmacocinética en humanos y los parametros PK/PD recomendados. Asi, de la
misma forma en que sucedia in vitro, en el modelo de peritonitis con las cepas B, C, y D
las concentraciones séricas de los P-lactdmicos estuvieron por debajo de la CMI
durante todo el intervalo de dosificacion, y, en el caso de los glucopéptidos, de manera
significativa en la infeccion por las cepas C y D. Las discrepancias entre los resultados
in vitro e in vivo no parece, pues, que puedan justificarse por una diferencia en el

binomio concentraciones-sensibilidad. Si asumimos esta “cierta equivalencia” en
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cuanto a concentraciones se refiere, la diferente respuesta in vitro (sinergia) e in vivo
(equivalencia) no tiene una explicacion clara.

En este sentido, nuestro estudio no ha confirmado los resultados publicados por
Climo y col. en el modelo de endocarditis en el conejo (121), en el que la combinacion
de vancomicina con nafcilina fue eficaz frente a la cepa GISA Mu50 (la misma que en
nuestro estudio) mientras el tratamiento con vancomicina como monoterapia fracaso.
El disefio experimental de los dos estudios y los modelos animales presentan muchas
diferencias, lo que podria explicar parte de las discrepancias en los resultados. Por un
lado, la endocarditis es una infeccion con mayor morbilidad, de dificil tratamiento; por
otro, la penetracion de los glucopéptidos en las vegetaciones cardiacas es menor que en
el peritoneo. Estos dos factores justificarian una menor eficacia de la monoterapia con
vancomicina en el tratamiento de la endocarditis. Por otro lado, los modelos estan
basados en especies distintas y las dosis, vias de administraciéon e intervalos de
dosificacion son también diferentes. Asi, mientras en el modelo de endocarditis fracaso
la monoterapia con vancomicina, ésta mantiene cierta actividad en nuestro modelo de
peritonitis frente a la misma cepa GISA (Mu50); por otro lado, la adicién de un f3-
lactdmico resulté en una combinacion eficaz en el primer modelo y fue equivalente a
vancomicina en solitario en el segundo. A priori podriamos pensar que el modelo de
peritonitis no fue suficientemente exigente respecto a la eficacia de la monoterapia con
glucopéptidos (quiza si con teicoplanina, inferior a vancomicina en todos los casos, y
con escasa eficacia frente a las cepas hGISA y GISA), puesto que éstos no fracasaron
explicitamente mientras si ocurrio asi en el modelo de endocarditis. Desde ese punto
de partida (el fracaso de vancomicina), el modelo de endocarditis pareceria mas
adecuado para poder valorar la eficacia de la combinacion. Sin embargo, nuestro
modelo se ha mostrado sensible a la hora de detectar la pérdida de eficacia debido a
leves incrementos en la CMI (tanto de las monoterapias como de las combinaciones), lo
que lo acredita como un modelo solvente. ;Por qué no seria capaz de reflejar un posible
efecto sinérgico? El argumento de que el fracaso de la monoterapia (como ocurre en el
modelo de endocarditis) podria poner de manifiesto el efecto sinérgico de la
combinacion fue descartado tras un ensayo en el que se administré vancomicina a la

mitad de dosis. El tratamiento con el glucopéptido fracasd, pero también lo hizo la
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combinacion. A pesar que de que algunos de los factores comentados (diferentes
modelos, diferente infeccion, diferentes perfiles PK/PD, diferente disefio) pueden tener
su influencia, ninguno parece darnos un argumento tnico y sélido del porqué de las
discrepancias entre los resultados de ambos estudios, mds atn si tenemos en cuenta la
solvencia que el modelo ha mostrado en la comparacion entre diferentes tratamientos y
frente a diferentes cepas.

Asumiendo la cautela con la que hay que interpretar los estudios
experimentales y a pesar de alguna observacion de cierta tendencia a la mejora de la
eficacia, nuestro estudio nos llevaria a la conclusion final de que las combinaciones
entre glucopéptidos y p-lactdmicos no serian una alternativa con garantias para el
tratamiento de las infecciones por GISA. Su utilidad podria no descartarse en
situaciones muy particulares, como en determinadas infecciones (que deberian

investigarse en profundidad), pero no parece que su uso pueda generalizarse.

Consideraciones finales

La extrapolacion de los resultados experimentales al ambito de la terapia clinica
es siempre delicada. Asi, la contribucion real de la sensibilidad disminuida a
vancomicina en el fracaso terapéutico no es facil de valorar, en parte debido a la cirugia
concomitante que necesitan muchas de estas infecciones para su curacion, que implica
la retirada de protesis o el drenaje de abscesos. Sin embargo, es precisamente en este
tipo de infecciones en las que el aislamiento de hGISA podria tener mayor relevancia
clinica. Varios trabajos asi lo atestiguan. En un estudio realizado en nuestro hospital se
observo una tasa de mds del 80% de fracasos terapéuticos en un grupo de 14 pacientes
con infeccion ortopédica por hGISA, la mayoria de ellos con protesis (84). Aunque las
protesis tienen indudablemente influencia en el resultado, la elevada tasa de fracasos
observada sugiere que las cepas hGISA jugaron también un papel, condicionando la
evolucion de la infeccion. En otros estudios comparativos se ha analizado la evolucion
de pacientes con infecciones por GISA, hGISA y VS-MRSA. A pesar del tamano de las
muestras y del disefio retrospectivo, estos estudios aportan datos sugerentes sobre la

relevancia clinica de la disminucion de la sensibilidad a vancomicina. Fridkin y col.
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(86) observaron que la mortalidad intrahospitalaria fue del 63% para un grupo de
pacientes con infecciones por GISA/hGISA respecto al 12% del grupo control VS-
MRSA, mostrando la infecciéon por hGISA como una enfermedad muy parecida a la
producida por GISA. Por otro lado, Charles y col. (109) compararon la evolucion
durante 12 meses de 5 pacientes con bacteriemia por hGISA (CMlIs 2-4 ug/ml). Los 5
casos se relacionaron con infecciones con alta carga bacteriana, como infeccion de
protesis, endocarditis o abscesos. Se observd una mayor tasa de fracaso terapéutico, asi
como fiebre mas prolongada y un mayor niimero de hemocultivos positivos entre los
pacientes con infecciones por hGISA.

Con todo esto, creemos que los criterios actuales para las definiciones de
susceptibilidad y resistencia de S. aureus a vancomicina (extensible a teicoplanina, y
por tanto a los glucopéptidos en general) podrian reconsiderarse, como ocurre, por
ejemplo, con las infecciones neumocodcicas y la resistencia a penicilina. En nuestra
opinidn, el actual punto de corte de 8 ug/ml para cepas con resistencia intermedia y de
32 ug/ml para cepas resistentes a vancomicina no se correlaciona adecuadamente con
los problemas clinicos que implican estas infecciones. Asi, de manera analoga a los
criterios seguidos por otras sociedades cientificas internacionales, es probable que 4
pg/ml para cepas con resistencia intermedia y 8 pg/ml para cepas resistentes fuera una

definicién mds coherente desde un punto de vista clinico.
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6. CONCLUSIONES

1. El modelo de peritonitis por S. aureus en el raton es un modelo reproducible y
sencillo; el recuento de UFC en el LP es un buen indicador de la eficacia de un
tratamiento, capaz de detectar pérdidas de eficacia derivadas de cambios muy

leves en la sensibilidad de las diferentes cepas de S. aureus a los glucopéptidos.

2. En el modelo de peritonitis en el ratén, existe una correlacion entre la
disminucion de la sensibilidad de S. aureus a los glucopéptidos y la pérdida de

eficacia en el tratamiento de dicha infeccién.

3. Existe una pérdida significativa de eficacia en el tratamiento con glucopéptidos
de la peritonitis experimental por S. aureus producida por cepas hGISA y GISA

respecto a la infeccién producida por cepas MRSA sensibles a vancomicina.

4. La combinacion de glucopéptidos y B-lactamicos es sinérgica in vitro frente a las
cuatro cepas de S. aureus estudiadas. En el caso de las cepas MSSA y GISA, es

ademads bactericida.

5. En el tratamiento de la peritonitis experimental por GISA, la combinacion de
vancomicina + {-lactdmico no mejora significativamente la eficacia del

glucopéptido en solitario.

6. Aunque existe cierta base microbioldgica que describe el efecto sinérgico in vitro
de las combinaciones entre glucopéptidos y {-lactamicos, los estudios in vivo
no confirman un papel decisivo de éstas en el tratamiento de las infecciones por

GISA en la clinica.
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