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ABREVIATURES

aroE: shikimate deshidrogenasa

ATCC: American type culture collection

AUC: area sota la corba, (area under the curve)
BHE: barrera hematoencefalica
C3G: cefalosporines de tercera generacio

CAMHB-5%SB: brou Mueller-Hinton amb ajust de cations i suplementat amb un 5% de
sang de be.
CDC: Centers for Disease Control and Prevention

CLSI:  Clinical and Laboratory Standards Institute

CML: concentracio minima inhibitoria
CMB: concentracido minima bactericida
ddl: D-alanina-D-alanina lligasa

DO: densitat optica

EARSS: European Antimicrobial Resistance Surveillance System
FDA: Food and Drug Administration
Ge6P: glucosa-6-fosfat

gdh: glucosa-6-fosfat deshidrogenasa

gki: glucosa quinasa
IL: interleucina
iv: intravends(a)

LCR: liquid cefaloraquidi
LTA: acid lipoteicoic
McF: MacFarland

MLST: tipatge per seqiienciacié multilocular (multilocus sequence typing)

PAF: factor activador plaquetari

PBP: proteines fixadores de la penicil-lina (penicillin-binding proteins).
PD: farmacodinamic(a)

PIC: pressio intracranial

PFGE: electroforesi de camp polsat (pulsed-field gel electrophoresis).
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PGE::
PK:
PRP:
recP:
SE:

spi:
T
TA:
TNF-a:
TSB:
TSA-5%SB:
ufc/ml:

xpt:

prostaglandina E2

farmacocinetic(a)

pneumococ resistent a penicil-lina
transketolasa

serum fisiologic

peptidasa de senyal I

vida mitjana

acid teicoic

factor de necrosi tumoral alfa

brou tripticasa-soja

agar tripticasa-soja suplementat amb un 5% de sang de be
unitats formadores de colonies per mil-lilitre

xantin fosforibosiltransferasa
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Justificacio de |estudr

Des del seu primer aillament i identificacidé en mostres de saliva de pacients amb pneumonia
al 1881 (Pasteur a Franga i Sternberg als Estats Units), Streptococcus pneumoniae ha estat
protagonista dins de la historia de la Microbiologia. En tot aquest temps, la investigacié amb
aquest microorganisme ha contribuit al coneixement de la genética molecular, la resisténcia

antibiotica i la immunoprofilaxis amb vacunes.

Perd no tot sén bones noticies. El pneumococ, responsable d’infeccions locals i invasives,
constitueix un problema serids a la salut publica. Es la principal causa d’otitis mitjana aguda
en nens i de pneumonia adquirida en la comunitat en adults, a més a més d’estar associat a

bacteriémia 1 meningitis en pacients de qualsevol edat.

En el cas de la meningitis pneumococica, tot i els avengos terapéutics que han aconseguit
millorar-ne el pronostic, la mortalitat total és forca elevada (d’un 20-30%) i no ha disminuit
de forma significativa en els darrers anys. A més a més, un percentatge considerable dels
pacients que sobreviuen, adults i nens, presenten seqiieles neurologiques moltes vegades
irreversibles'™. 1 és que la meningitis és una malaltia complicada des del punt de vista

farmacologic per diverses raons:

- perqué s’entén com una infeccid localitzada perd de dificil accés. El SNC ¢és un
compartiment amb unes caracteristiques uniques. La preséncia de barreres amb una clara
finalitat protectora limita el pas de substancies associades a la propia resposta immune
aixi com la penetracid dels antibiotics.

- per la existéncia de soques de S. pneumoniae multiresistents que no garanteixen la
eficacia del tractament empiric. La resisténcia antibiotica és un fenomen natural pero es
veu afavorit per un consum excessiu d’antimicrobians.

- per la resposta inflamatoria que es genera a nivell de LCR resultat de ’accié dels
components bacterians i dels mateixos antibiotics, i que €s responsable del dany cerebral

associat a aquesta malaltia.

L’eleccid d’un tractament adequat €s doncs, un aspecte decisiu. El paradigma d’antimicrobia
ideal ¢és una molécula de petit tamany, de minima unié a proteines plasmatiques, amb
activitat d’ampli espectre, de baixa toxicitat i amb un mecanisme d’accié que impedeixi el
desenvolupament de qualsevol tipus de resisténcia. D’altra banda, I’antimicrobia ideal hauria
de presentar una difusioé en el LCR que no es veiés afectada per I’administracié adjuvant de
les substancies antiinflamatories que s’administren en la meningitis per a atenuar la resposta

inflamatoria.
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Justificacio de lestuds

Historicament s’ha utilitzat la penicil-lina com a tractament empiric de la meningitis
pneumococica 1 el cloramfenicol com a alternativa en pacients al-lérgics, perd ’elevada
prevalenca de soques resistents han contraindicat 1’as d’ambdoés antibidtics. En aquest
context, cefotaxima i ceftriaxona van prendre el relleu i actualment constitueixen el
tractament empiric de la meningitis pneumococica produida per soques, amb una CMI a
penicil-lina 1 C3G de fins a 2 pg/ml en el cas de cefotaxima que pot ser administrada a dosis
elevades, i de fins a 1 pg/ml per a ceftriaxona degut a la limitaci6 en la dosi®. La
documentacid de fracassos terapeutics en soques amb una CMI > 1 pg/ml fa recomanable
I’addici6 de vancomicina com a combinacié empirica en arees amb una elevada prevalenga de

soques PRP*”.

Espanya va ser un dels primers paisos que va presentar una elevada prevalenca de S.
pneumoniae multiresistents®. En la década dels 90, al voltant d’un 40% dels aillaments de
pneumococ en LCR eren resistents a penicil-lina, mentre que la resistencia a C3G oscil-lava
entre un 3-20%°. La realitat d’unes opcions terapéutiques cada vegada més limitades va
propiciar 1’estudi experimental d’alguns antibidtics no p-lactamics amb activitat
antipneumococica com rifampicina, vancomicina o noves quinolones aconseguint resultats
variables. Actualment, la disminuci6 en la prevalenga de soques amb una CMI > 2 pg/ml a
C3G fa dificil elaborar estudis clinics que valorin I’eficacia d’aquestes o d’altres opcions
terapeutiques com son la combinacié de C3G més rifampicina o vancomicina més rifampicina.
La manca de coneixement s’accentua en el cas de soques amb un elevat grau de resisténcia a
C3G (> 4 pg/ml), descrites a Estats Units i recentment a Espanya'®*. Aquestes soques son
poc freqiients a la clinica i avui per avui existeixen dubtes sobre el seu comportament in vivo
i sobre quina seria la millor estratégia terapéutica a seguir en cas de produir-se una

disseminacio del nivell de resisténcia antibiotica que les caracteritza.

En aquest marc es fa necessari 1’estudi del paper de les combinacions estandard aixi com el
d’altres antimicrobians actius amb una elevada penetracid a través de la BHE, com la
fosfomicina, que puguin constituir alternatives segures davant de soques de pneumococ
resistent sigui quin sigui el patr6 de sensibilitat a B-lactamics. El model experimental de
meningitis €s la millor eina per a valorar 1’eficacia i la modulacié de I’activitat inflamatoria de

possibles opcions terapeutiques.
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Introduccio

1. Streptococcus pneumoniae

1.1. CARACTERISTIQUES MICROBIOLOGIQUES™

Streptococcus pneumoniae o pneumococ €s un coc gram positiu de 0,5-2 um de diametre, de
forma ovalada que es disposa en parelles o formant cadenes curtes. Les caracteristiques
fenotipiques en les qué es basa la seva identificacio en el laboratori son 1’absencia de 1I’enzim

catalasa, la sensibilitat a optoquina i la lisi en preséncia de sals biliars.

Es un microorganisme anaerobi facultatiu, immobil que no forma espores. Pel seu
creixement i multiplicacio té requeriments nutricionals especifics com un aportament proteic
i suplements hematologics. Creix bé en medis enriquits amb un 5-10% de sang de be, en una

atmosfera amb un 5-10% de CO; 1 a una temperatura de 37°C.

En agar sang les colonies joves son rodones, llises, brillants i en condicions aerdbiques, estan
envoltades per un halo de a-hemolisi. Els cultius antics produeixen enzims autolitics que

primer transformen els bacteris en gram negatius i posteriorment provoquen la seva lisi.

1.2. CARACTERISTIQUES ESTRUCTURALS**
La superficie de S. pneumoniae consta de capsula, paret cel-lular i membrana plasmatica.

La Capsula polisacarida representa el major factor de viruléncia del pneumococ per la seva
accid antifagocitaria en I’hoste immune. El grau de viruléncia no esta associat al gruix
capsular sind a la seva composicid quimicalG. Les soques mutants no encapsulades (soques
rugoses o R de rough) rarament produeixen infecci®6 en humans 1 animals
d’experimentacio®’, ja que sén fagocitades amb més facilitat que les soques capsulades de

tipus salvatge (soques brillants o S de smooth).

La capsula actua també com antigen estimulant la formacié d’anticossos especifics que
protegirien 1’hoste de la reinfeccid per soques amb el mateix polisacarid capsular. La seva
composicid antigenica €s variable el qué permet distingir fins a 90 serotips i 46 serogrups
capsulars. De les técniques disponibles, el métode classic per a identificar el serotip/serogrup
¢s la reaccid antigen capsular-anticds que provoca 1’aglutinacid, precipitacio i inflamacio de
la capsula i que es coneix com a fenomen de Quellung. La classificacié danesa, que empra
els antisérums procedents del Statens Serum Institut de Copenhaguen, és la que s’utilitza més

habitualment.
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Introduccio

La Paret Cellular esta formada per potents factors proinflamatoris que activen la via

alternativa del complement: el peptidoglica n’és el component majoritari, té accié antigénica
i és la diana dels antibiotics que actuen sobre la paret cel-lular; el polisacarid C, format per
acids teicoics (TA) units al peptidoglica per la seva cara externa; i I’acid lipoteicoic (LTA)

unit a la membrana plasmatica.

LTA i TA sén rics en fosforilcolina, molécula essencial pel creixement del pneumococ que
s’adhereix als receptors associats a colina presents en totes les cel-lules humanes. LTA/TA
son els components amb major capacitat proinflamatoria de la paret cel-lular, indiscutibles
mediadors del procés inflamatori en LCR tal i com s’ha demostrat en la meningitis

experimental®*°,

La Membrana Plasmatica és una estructura lipoproteica que engloba factors de viruléncia
(taula 1)?°i altres proteines com sén les proteines fixadores de penicil-lina que participen en
la sintesi 1 organitzacié del peptidoglica durant la divisio cel-lular i que tenen un paper
fonamental en I’adquisicio de resisténcia als 3-lactamics.

També s’hi localitzen les autolisines amb activitat enzimatica dependent de fosforilcolina.
La seva funci6 natural és la degradacio de la paret durant la divisi6 cel-lular. No obstant, en
determinades condicions (durant la fase estacionaria de creixement o en preseéncia
d’antibiotics), degraden el peptidoglica produint disrupcid i lisi cel-lular el qué afavoreix

I’alliberament de neuraminidasa, pneumolisina i els components de la paret cel-lular.

Factor de viruléncia Efecte biologic sobre I’hoste

Proteina superficial A | Estabilitzaci6 capsula i Inhibicio via alternativa del complement

Adhesines

Proteasa de la IgAl Colonitzaci6 de la Nasofaringe & Migracid
Neuraminidasa

Hial-luronidasa

Preumolisina™ Invasi6 Tissular & Disseminaciéo Hematogena

Taula 1. Factors de viruléncia ubicats en la membrana plasmatica de S. pneumoniae.

* és també un factor proinflamatori perque indueix la sintesi de TNF-a i IL-1, i activa la via
alternativa del complement.
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Introduccio

1.3. TIPIFICACIO MOLECULAR

La caracteritzacio molecular de S. pneumoniae és una eina indiscutible pel coneixement de la

seva biologia poblacional.

Una de les primeres aplicacions dels métodes moleculars va ser ’establiment de linies
clonals. La tecnica d’electroforesi en gel de camp polsat (PFGE) comprén una digestio
enzimatica i la posterior separacié en un gel d’agarosa de fragments d’ADN de gran tamany
(10-800 kb). Es una metodologia altament discriminatoria ja que detecta petites variacions
del genoma bacteria. No obstant, aquest aparent avantatge pot resultar un inconvenient ja

que amb tanta variabilitat es pot perdre la capacitat d’analitzar 1’origen comu dels Ilinatges.

Per a refinar la técnica anterior i per moltes altres aplicacions com son la identificacié de
soques virulentes i/0 de soques amb resisténcia antibiotica es va desenvolupar la técnica de
MLST?*#2, El MLST consisteix en I’amplificacid, seqiienciacid6 1 comparacid de set
fragments interns d’ADN d’un tamany d’entre 450-500 pb de set gens altament conservats
(housekeeping genes) del genoma bacteria: aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt i ddl. En cada gen,
s’assigna un al-lel a cada seqiiéncia diferent fins a obtenir séries de set al-lels. Les
combinacions al-l¢liques (p.e. 1-8-6-2-6-4-6) defineixen una seqiiéncia tipus 6 ST (sequence
type) que s’identifica amb un ntimero (ST 1, ... ST 37, ...). Els diferents perfils al-l¢lics
(disponibles a http://spneumoniae.mlst.net/) permeten dibuixar un dendograma on s’observa
que la majoria de soques que presenten STs ideéntics o molt similars (agrupades dins d’un
mateix clon) formen part del mateix serotip. El manteniment d’aquesta identitat genética
s’atribuiria a una baixa prevalenca en portadors sans que disminuiria les oportunitats
d’intercanvi de material genétic, o bé a la produccié de més material capsular que dificultaria
aquest intercanvi.

Els pocs exemples d’aillaments amb el mateix ST perd amb diferent serotip son

21,23

conseqiiencia de recombinacions dels gens codificants pel polisacarid capsular”“”. Tot i que

el canvi de serotip €s un fenomen poc freqiient, s’ha produit en pneumococs resistents

associats a colonitzacié i infeccid en nens®.

A partir d’aqui ens hauriem de plantejar si recombinacions genétiques que impliquen
I’adquisici6 de resisténcia antibidtica i que podrien o no provocar un canvi de serotip,
permetrien seleccionar soques amb un potencial invasiu major i millor adaptades, tot un

repte a I’hora de desenvolupar sistemes de reconeixement i1 vigilancia d’aquests clons.
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Introduccio

1.4. RESISTENCIA ANTIBIOTICA

1.4.1. Problematica i Control

La resisténcia antibiotica és una caracteristica intrinseca natural d’alguns bacteris que
s’expressa en gens cromosomics. No obstant, una utilitzacid incorrecta i/0 una exposicio
prolongada a agents antimicrobians poden facilitar-ne [’adquisicio, ja sigui per la
transferéncia d’ADN codificant per gens de resisténcia d’espécies resistents a receptors
sensibles, o bé per 1’aparicié de mutacions en gens que codifiquen per proteines bacterianes

involucrades en resisténcia antibiotica.

El problema es magnifica quan un patogen mostra una clara tendéncia a captar material
genétic procedent d’altres bacteris siguin o no del mateix genotip, serotip i/0 especie, com €s
el cas de S. pneumoniae. Com a inconvenient addicional, la globalitzaci6 i I’eliminacié de
barreres que faciliten la propagacio del pneumococ a nivell geografic. La gran promiscuitat i
I’aficié a viatjar que mostra el pneumococ propicia 1’adquisicio i disseminacio de resisténcia
a multiples antibiotics, fet que complica de manera dramatica el tractament de les infeccions

greus de les que n’és agent etiologic.

Com a mecanisme principal per al control dels nivells de resisténcia antibiotica disposem de
diversos programes epidemiologics que es dediquen a monitoritzar la sensibilitat d’algunes
espécies bacterianes a diversos antimicrobians: 1’Alexander Project (http://www.alexander-
network.com) que estudia els patdogens del tracte respiratori inferior arreu del mon; la Xarxa
Europea de Vigilancia de Resisténcia a Antimicrobians en Patogens Invasius (EARSS,
http://www.earss.rivm.nl/) o als Estats Units, dins del CDC, el Centre Actiu d’Epidemiologia
Bacteriana (http://www.cdc.gov/ncidod/dbmd/abes/default.htm) que s’ocupa de la vigilancia
de patogens respiratoris. D’altra banda, es recomana la implantacié i seguiment d’una

politica restrictiva en el consum d’antibiotics per a minvar la freqiiéncia de resisténcies.

Atesa ’elevada prevalenga de resisténcia antibiotica, en tots els aillaments de S. pneumoniae
procedents de mostres cliniques €s obligatori realitzar de forma rutinaria els estudis de
sensibilitat antibiotica a: penicil-lina, cefotaxima/ceftriaxona, eritromicina i ciprofloxacino.
El CLSI publica periodicament les directrius metodologiques a seguir per a realitzar aquests
estudis. Els darrers protocols editats son el M100-S15 i M100-S16 corresponents als anys
2005 1 2006, respectivament.
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1.4.2. Resisténcia a Penicil-lina

Determinaci6 de la Sensibilitat i Punts de tall (Breakpoints)

Per a I’estudi de la sensibilitat de S. pneumoniae a penicil-lina es recomana utilitzar la
técnica de difusié en agar d’un disc d’1 pg d’oxacil-lina, en la qué un halo inferior a 19 mm
¢s indicador de resisténcia. Per a especificar el nivell de resisténcia cal determinar la CMI
mitjancant un metode quantitatiu com és la microdilucié o una alternativa senzilla i rapida
com ¢és el meétode de difusié en agar amb tires de E-test (de Epsilon-Test). La correlacio entre
els valors obtinguts amb ambdues técniques ¢és bona, tot i que habitualment la CMI
obtinguda amb el E-test sol estar una o dues dilucions per sota del valor obtingut amb la

microdilucio.

El valor de la CMI en pneumococ sensible a penicil-lina és de < 0,06 png/ml. Els punts de tall
per a detectar els diferents nivells de resisténcia son 0,12-1 pg/ml que indica un grau

intermedi, 1 > 2 pg/ml que defineix resisténcia.

Mecanisme de Resisténcia

En S. pneumoniae s’han descrit fins a sis PBPs: la, 1b, 2a, 2b, 2x i 3a. El mecanisme de
resisténcia a penicil-lina és degut unicament a alteracions en 1’estructura i tamany d’algunes
d’aquestes PBPs que redueixen la seva afinitat com a diana de 1’antibiotic perdo mantenen la

e 242
seva funcio6 fisiologica™ °,

Els gens que codifiquen per PBPs alterades tenen estructura de mosaic ja que son fragments
d’ADN mixt resultants de successius processos de transformaci6é en els que es dona un
intercanvi genétic entre els gens pbp originals de S. pneumoniae i regions procedents d’altres

pneumococs o d’altres espécies d’estreptococs (com sén S. mitis, S. oralis i S. sanguis)?* 2.

Per a adquirir diferents graus de resisténcia a penicil-lina son necessaris canvis en algunes
PBPs. Alteracions en la PBP 1a i PBP 2x confereixen un resisténcia intermedia. L’adquisicio
d’un grau elevat requereix addicionalment gens mosaics pbp 2a i 202930,

Epidemiologia

Des dels primers casos de pneumococ amb sensibilitat reduida a penicil-lina descrits 1’any
1967343 | la primera epidémia a Sud-africa per soques multiresistents a finals dels anys

setanta®, la resisténcia a penicil-lina s’ha estés arreu del mon®*.
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En la disseminacié de la resisténcia és important la transferéncia horitzontal dels gens
mosaic pbp i la propagacio geografica demostrada per les soques que en son portadores. El
cas més excepcional és el del clon Spain23F-1, resistent a penicil-lina, cloramfenicol,
cotrimoxazol i tetraciclina, descrit per primera vegada a Espanya als anys 80 i que a partir de

1991 es va aillar als Estats Units, Sud-africa, Méxic i altres paisos europeus35’36.

En la prevalenca de la resisténcia a penicil-lina hi convergeixen diversos factors com son: el
serotip, el tipus de mostra (més freqlient en mostres respiratories que en mostres invasives),
I’edat del pacient (més freqiient en nens i adults > 65 anys), un consum recent de B-lactamics

o I’area geografica (per proximitat a paisos amb xifres elevades)37.

Evolucid de la Resisténcia a Espanya. Comparacidé amb altres paisos

’ . . e . o ex,e  38-40
Espanya ¢és un dels paisos capdavanters en xifres de resisténcia i consum d’antibiotics

(figura 1). La prevalenca de PRP va augmentar des d’un 6% al 1979 fins a un maxim d’un
44% als anys 80%. Des de la década dels 90 fins a I’actualitat ha disminuit fins a un interval
gens menyspreable del 35-40%>°*°, tendéncia que pot atribuir-se a un consum antibiotic
molt més racional aixi com la introduccié de noves formulacions de B-lactamics i noves

quinolones amb una activitat antipneumococica millorada®’.

% de PRP

Sense dades
< 5%
5-10%
>10-25%
> 25%

Figura 1. Distribucio de pneumococ resistent a penicil-lina (PRP) en aillaments

invasius durant els anys 1999 i 2002, segons la base de dades del EARSS™.
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1.4.3. Resisténcia a Cefalosporines de Tercera Generacio

Determinaci6 de la Sensibilitat i Punts de tall (Breakpoints)

Els metodes de difusido no han obtingut bons resultats a I’hora d’establir la sensibilitat del
pneumococ a C3G. Per aquesta rad el CLSI recomana determinar la CMI mitjangant

microdilucio o utilitzar I’E-test com a primera aproximacié més rapida.

Des de I’any 2002, els criteris que dicta el CLSI per a detectar la resistencia a C3G en
aillaments de S. pneumoniae difereixen en funcié del tipus de mostra. En els cas de malalties
no meningies en les que les C3G soén altament eficaces, els aillaments de pneumococ amb
una CMI < 1 pg/ml son considerats sensibles i els que tenen una CMI > 4 ug/ml es
classifiquen com a resistents. Per aillaments procedents de LCR, els criteris son més exigents
i es basen en els fracassos terapcutics associats a pneumococs amb una CMI > 1 pg/ml a

C3G (taula 2).

CMI (mostra de LCR) CEFOTAXIMA/CEFTRIAXONA Interpretacio
<0.5 pg/ml Sensible

| we/ml Resisténcia
Hem Intermédia

> 2 ng/ml Resistent

Taula 2. Punts de tall per a determinar la sensibilitat a C3G d’aillaments de S. pneumoniae en
mostres de LCR.

Mecanisme de Resisténcia

La resisténcia a C3G esta determinada per la preséncia d’alteracions en PBP 1a i PBP 2x4142

que disminueixen la seva afinitat per unir-se a I’antibiotic. Tanmateix, una nica substitucio
(Thr-550—Ala) en el gen pbp 2x és la responsable d’un elevat grau de resisténcia (amb un
augment de la CMI de fins a 16-32 ug/ml)42. A part d’aquestes modificacions, recentment
s’ha demostrat en soques mutants de laboratori que la preséncia d’un gen mosaic pbp 2a
també disminueix la sensibilitat a C3G?®. Canvis en la PBP 2b no contribuirien a I’adquisicio

de resisténcia a C3G, ja que les cefalosporines no es fixen a aquesta proteina.

27



Introduccio

En general, els pneumococs que son resistents a penicil-lina i C3G presenten una CMI a la
penicil-lina superior a la CMI a C3G. No obstant, s’han descrit pneumococs amb aquesta
relaci6 de CMIs invertida. En algun d’aquests casos s’ha observat que una mutacid unica en
el gen de la pbp 2x que resulta en un elevat nivell de resisténcia a C3G causa alhora una

\ C . . ey 1. A2
perdua de resisténcia a penicil-lina™.

Epidemiologia

Les primeres noticies sobre soques de S. pneumoniae amb sensibilitat reduida a C3G es
remunten al 1989, quan la prevalenca en aillaments invasius es quantificava en un 20%*.
Des d’aleshores s’han documentat fracassos terapéutics en casos de malaltia pneumococica
greu tractats amb una C3G en monoterapia i causats per pneumococs amb una CMI > 1

ug/ml5'7'lo'13

La principal preocupacio en referéncia al desenvolupament de resisténcia a C3G va sorgir
quan es va descobrir que els gens pbp 1a i pbp 2x estan localitzats fisicament molt propers
en una regié cromosomica, pel que la transformacioé d’una soca sensible en una soca resistent
es pot realitzar en un Unic pas en el laboratori. Aixi doncs, alguns autors temien que aquest
mateix pas es donés facilment en la naturalesa 1 que la disseminaci6 de la resisténcia a C3G

arreu del mon fos una qiiestio de temps.

Actualment podem dir que les pitjors prediccions no s’han complert perque la prevalenga de
soques resistents no ha anat en augment. No obstant, segueixen apareixent casos esporadics

de dificil tractament com els relacionats amb soques amb una CMI > 4 pg/ml”"*%*3,

Evolucid de la Resisténcia a Espanya. Comparacidé amb altres paisos

Un estudi epidemiologic amb soques invasives aillades en 1’Hospital de Bellvitge va mostrar
que els pneumococs amb una CMI = 2 pg/ml passaven de no existir al 1989 a suposar un

644

15% dels aillaments I’any 1996™". En els darrers anys, la prevalenca de soques resistents a

C3G segueix un patro descendent tant a Espanya (figura 2) com en altres paisos (figura 3).
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BCMI>2mg/l = CMI=1mg/l

% Resisténcia a C3G

1997 1998 1999 2000 2001
Any

Figura 2. Evolucio de la resisténcia a cefotaxima a Espanya entre els anys 1997 i 2001 segons el

Centro Nacional de Microbiologia de Majadahonda38.

Alemanya
Italia
Bélgica
Suissa
Portugal
Espanya

Franca

0 2 4 6 8 10 12 14

% Resisténcia a cefotaxima

Figura 3. Prevalenga de la resisténcia a cefotaxima en pneumococ (CMI > 1 pg/ml) entre els anys

2001 i 2003 segons el PneumoWorld Study Group45.
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1.4.4. Multiresisténcia.

La major part de soques de pneumococ resistents a penicil-lina i a C3G presenten resisténcia
creuada amb la resta de B-lactamics i amb altres antibiotics, fet que complica el tractament

d’infeccions pneumocociques (taula 3).

Breakpoints*  Xifres de

Antibiotic (valors CMI) Resisténcia Comentaris Referéncia
Aparicio de soques amb una
Amoxicil-lina >4 ng/ml 8-9% CMI a amoxicil-lina superior a 87,45
la CMI a penicil-lina.

Clindamicina > 0,25 pg/ml  21-40% 3945
Cloramfenicol >4 ng/ml 20-30% 45
Eritromicina > 0,25 pg/ml 28-35% Augment progressiu des d’un 37,39

20 Ug 1% al 1979 fins a 30% al 1998

. . Increment: d’un 0,9% (1991- 37, 39,45
_4 60 > , 39,
Ciprofloxacin— >2pg/ml 04-4.6% 1997, fins un 3% (1997-1998)
Levofloxacin >2 ug/ml 0,6-1% 39,45
Rifampicina > 1 ug/ml 0,4-1,5% 39,46
Tetraciclines > uo/ml 20479, Disminuci6 gradual des dels 39,45
HE anys 80 fins avui

Vancomicina > 1 pg/ml 0% 37,39

* criteris d’interpretacio segons el CLSI

Taula 3. Xifres de resisténcia antibiotica en aillaments invasius de S. pneumoniae a Espanya

(anys 2001-2003).
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1.5. PATOGENICITAT

En condicions normals, el pneumococ aspirat és eliminat amb rapidesa de les vies
respiratories inferiors mitjangant la tos, la funcidé mucociliar i en ultima instancia, la

fagocitosi i la producci6 d’anticossos.

La colonitzacié depén de 1’edat, és estacional amb un pic a I’hivern i es veu especialment
afavorida en espais tancats com escoles bressol, presons o campaments militars. Entre un 5-
10% d’adults sans i un 20-70% de nens sans son portadors asimptomatics de S. pneumoniae

en la seva la mucosa nasofaringia”.

El pas de microorganisme comensal a patogen és un procés complex, fruit de la interaccid
entre 1’estat immunologic de I’hoste i el bacteri. La patogenicitat d’un microorganisme ¢és la
capacitat que presenta per a superar les barreres defensives de 1’hoste, multiplicar-se i
produir una malaltia, i es diferencia de la virulencia intrinseca del patogen que fa referéncia

al grau de dany tissular i a la mortalitat que pot provocar.

S. pneumoniae és un patogen exclusivament huma, principal responsable d’otitis mitjana
aguda en nens i de pneumonia adquirida en la comunitat en adults, a més a més de ser el
causant d’altres infeccions com meningitis, bacteriémia, sinusitis, i de forma més

minoritaria, mastoiditis, artritis, peritonitis i endocarditis.

La perdua d’integritat de D’epiteli respiratori per infeccions virals, tabaquisme, agents
irritants o al-lergénics, aixi com 1’alteraci6 dels reflexes neuromusculars que protegeixen de
I’aspiracio de les secrecions orofaringies augmentaria la susceptibilitat de I’hoste a ser
envait. En la patogenicitat del pneumococ no només hi participen els seus factors de
viruléncia, sin6 també el tipus de serotip, 1’adquisicié de resisténcia antibiotica o la
concentraci6 de factors proinflamatoris (LTA/TAs) a nivell de paret cel-lular. El canvi
d’estatus (de comensal a patogen) del pneumococ en 1’hoste s’activaria més probablement
per I’adquisicié d’un nou serotip més patogenic i no pas per una condicid de portador cronic

de maltiples serotips48.

Si existeix o no una relaci6 entre viruléncia, serotip, resisténcia i els nivells de LTA/TAs
presents en la paret cel-lular és una qiiestid prou complexa per a trobar divergencies en els

escassos treballs que hi ha a la literatura.
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1.5.1. Serotip i Virulencia/Resistencia

La majoria dels serotips pneumococics son no patogenics i només 16 dels 90 descrits estan
associats a malaltia pneumococica invasiva (o MPI, entesa com I’aillament de S. pneumoniae
d’un lloc estéril, ja sigui sang, liquid pleural, LCR, ..). A més a més, la resisténcia
antibiotica s’atribueix a uns pocs serotips /o clons especifics. El serotip doncs, és un factor

més a considerar a I’hora d’establir un prondstic.

A Espanya, I’estudi i serotipatge d’aillaments invasius procedents de tota la poblacio
elaborat pel Laboratorio de Referencia de Neumococos del Instituto de Salud Carlos |11
durant els anys 1990 i 2002 va revelar que existeixen diferéncies en la freqiiéncia en que
determinats serogrups s’associen a MPI, de manera que els més freqiients van ser: 3, 6, 9, 14,
19 1 23; 1 d’altra banda que el 86% de les soques amb resisténcia pertanyien als serogrups 6,
9, 14, 191 23 93738 Més concretament, 1’estudi de pneumococs procedents de LCR a
Espanya entre 1997 1 1998 va mostrar que el 38% de les soques eren resistents a penicil-lina,

i que basicament s’agrupaven dins dels clons Spain®**-1, Spain®®-2 i SpaingV-349.

Dos estudis clinics han establert una relacié entre alguns serotips (1, 3 1 9V) i I’index de
mortalitat en pacients amb meningitis i pneumonia pneumocociques>’. També alguns treballs
en peritonitis experimental han observat una forta correlacio entre la viruléncia en ratolins
(mesurada en dies des de la inoculaci6 fins la mort) i el serotip capsular de la soca de

: .51
pneumococ causant de la infeccio®.

La variabilitat en el serotip pneumococic també €s important en la resposta inflamatoria que
es genera en la meningitis 1 en conseqiiéncia, en les possibles seqiieles que se’n poden
derivar. En el model animal s’ha demostrat que la inoculacié intracisternal de soques amb

diferent serotip produeix fins a tres perfils fisiopatologics diferents®*°>%3

segons el grau de
resposta inflamatoria que generen. Aquesta resposta inflamatoria (lleu, moderada o greu) es
quantifica mesurant el nombre de leucocits, la concentracié d’acid lactic, proteines, TNF-q 1
IL-8 en el LCR a les 24 h postinoculacio. Els serotips 3, 6B, 14 1 23F van induir una resposta

. . . , . . 2-54
inflamatoria més severa que la provocada pels serotips 1, 5, 9 i 7F>%>*,
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1.5.2. Viruléncia i Resisténcia

En la clinica, els aillaments invasius son majoritariament sensibles a penicil-lina i els no

. . . a4
Invasius estan associats a resistencia 3,55

el que¢ ha suggerit que per adquirir resisténcia
caldria pagar un preu igual a la peérdua de viruléncia. Aquesta hipotesi s’ha confirmat en el
model muri de peritonitis pneumococica on es va observar que aillaments PRP tenien una
capacitat invasiva nul-la®®. Per aprofundir en els possibles mecanismes implicats, el mateix
grup va desenvolupar mutants genetics resistents a penicil-lina per a estudiar per separat el
paper de la PBP 2x i de la PBP 2b en la pérdua de viruléncia en el model de peritonitis®’. Es
va trobar una forta correlacié entre les alteracions en la PBP 2x que van proporcionar
adquisici6 de resisténcia i les que van causar perdua de viruléncia. En canvi, les mutacions

en la PBP 2b associades a resisténcia no van coincidir amb les alteracions que van disminuir

la viruléncia.

Com a contrapunt del binomi resisténcia-pérdua de viruléncia, el treball de Fernandez et al.
en el model experimental de meningitis va mostrar que la resposta inflamatoria induida per
soques amb diferent sensibilitat a B-lactamics (i diferent serotip) era similar i de tipus
sever™’, suggerint que la sensibilitat antibidtica no seria directament proporcional a una
major activitat inflamatoria a nivell d’espai subaracnoidal i per tant, a un major dany
cerebral. En dos estudis amb més de 100 casos de meningitis pneumocdcica en nens, no es
van trobar diferéncies entre soques sensibles i resistents a penicil-lina pel que fa a

presentacio, severitat, pronostic de la malaltia i durada de I’ingrés™>®.

1.5.3. Virulénciai LTA/TAs

Seguint amb la hipotesi que sensibilitat antibiotica no significa major viruléncia, alguns
treballs han demostrat el paper d’alguns components de la paret cel-lular pneumococica en la
induccié de dany cerebral. La inoculacid intracisternal de fragments de paret cel-lular
procedents de diferents soques pneumocodciques va influir en la preséncia/abséncia d’edema
cerebral en conills®’. El principal responsable de les diferéncies trobades va ser la

composicid quimica especifica dels fragments, sobretot en relaci6 als nivells de LTA/TAs.

A la practica clinica s’ha trobat una relaci6 entre uns nivells elevats de LTA en LCR (> 2000
ng/ml) i la preséncia de seqiieles neurologiques en una serie de 30 pacients amb meningitis

N a59
pneumococica .
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2. MENINGITIS PNEUMOCOCICA

2.1. EPIDEMIOLOGIA

La meningitis bacteriana és una malaltia que apareix en totes les edats, pero és més comu en
nens menors de 2 anys, en adults majors de 65 anys i en situacions en les que les defenses de

’hoste es troben debilitades®.

Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis i1 Streptococcus pneumoniae en soén
responsables del 70-85% dels casos. La vacunacio eficient contra H. influenzae de tipus B a
I’America del Nord i a I’Oest d’Europa en la darrera década ha produit canvis en la
epidemiologia de la meningitis bacteriana: esdevé una malaltia més comu en la poblacio
adulta i N. meningitidis i S. pneumoniae passen a ser els agents predominants en casos de
meningitis en nens majors d’un mes®. A Espanya, S. pneumoniae és el segon agent causant

de meningitis després de N. meningitidis del grup B®%.

Incidéncia

Els estudis epidemiologics sobre meningitis pneumococica a Espanya s’han potenciat
sobretot en els darrers deu anys, i la majoria s’han desenvolupat en algunes comunitats
autonomes: Catalunya, Madrid, Navarra, Pais Basc i puntualment a Astaries, Murcia i
Valéncia®®. La major part dels treballs s’han dissenyat de forma retrospectiva amb el
conseqiient biaix en ’estimaci6 de dades per pérdua de pacients. Els pocs estudis prospectius
per un mateix grup de poblacié en una mateixa regid aporten una incidéncia superior i més

propera a la realitat que la descrita pels estudis retrospectius.

La incidéncia de meningitis pneumococica en la poblacié infantil a Espanya varia
regionalment amb uns valors que oscil-len entre 4 1 7 casos/100000 nens entre 0 i 5 anys, 1
que es dupliquen si la poblacié estudiada inclou només menors de 2 anys®®>® (figura 4).
Les xifres son superiors a les d’altres paisos d’Europa (n° de casos cada 1000000 nens
menors de 2 anys: 5,64 a Suissa®’ i 7,2 a AlemanyaGB) 1 que als Estats Units (6,6

casos/100000 nens menors de 2 anys)®.

Les dades sobre la incidéncia en la poblacié adulta sén escasses. Un treball elaborat a
Catalunya entre els anys 1997 i 1999 indica una incidéncia de 1,7 casos/100000 persones
majors de 65 anys®®. Les xifres son similars a les trobades en un estudi a Gales i Anglaterra

on s’han estimat valors d’entre 0,851 1,2 casos’°.
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Figura 4. Incidéncia total (n° de casos/ 100000 nens) de meningitis pneumococica segons
grups d’edat. Els casos procedeixen de cinc comunitats autonomes: Catalunya, Galicia,

Madrid, Navarra 1 Pais Basc®%°,

Mortalitat - sequeles

En els paisos industrialitzats la meningitis causada per S. pneumoniae és la que presenta una
taxa de mortalitat més elevada, d’un 20-30% que pot augmentar fins el 40% en la poblacio
major de 65 anys. La mortalitat en els més joves s’associa a causes neurologiques mentre
que en els malalts majors de 60 anys predominen les complicacions sistémiquesz’3. A més,
un 30% dels pacients que sobreviuen pateixen seqiieles que comprenen defectes d’audicid,
deficiéncies sensitives-motores, retard mental, alteracions en I’aprenentatge i desordres
corporalsl'3. En els paisos en desenvolupament, les dades son encara més dramatiques: un

50% de nens i adults moren i més d’un 60% pateixen seqiieles’”.

Des de fa molts anys, les xifres que fan referéncia al pronostic de la meningitis
pneumococica son invariables. L’actual coneixement de la seva fisiopatologia suggereix que
tant la incapacitat d’eradicar el patogen com la no modulaci6 de la greu resposta inflamatoria
que es genera son aspectes crucials en la mortalitat i en el dany cerebral que causen aquesta

malaltia® %73,
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2.2. FISIOPATOLOGIA

La meningitis pneumococica s’associa majoritariament a un focus inicial (pneumonia, otitis,
sinusitis, mastoiditis) i només en un 20% dels casos es presenta com a infeccié primaria. En
general, la invasid bacteriana del LCR té un origen hematogen. No obstant, una invasid no
hematogena pot produir-se per 1’entrada directa del microorganisme a través d’una fistula
que comuniqui la nasofaringe amb 1’espai subaracnoidal, a partir d’infeccions de les vies
respiratories superiors, o en situacions en les quals la integritat de les barreres que envolten
el cervell es veu compromesa (neurocirurgia, fractures cranials, defectes congénits de la
duramater).

A continuacié es resumeixen seqiiencialment les multiples interaccions pneumococ-hoste

que es donen en la patogénesi de la meningitis d’origen hematogen (figura 5)"*">:

<> Adheréncia i colonitzacid de la nasofaringe

<> Invasio de ’espai intravascular

< Supervivéncia i disseminacié hematdgena: en 1’hoste susceptible, S. pneumoniae

sobreviu gracies a la proteccié antifagocitaria que li proporciona la capsula i a la
inhibicio6 de la via alternativa del complement mediada per la proteina superficial A.

En I’hoste immune, quan es produeix lisi bacteriana s’allibera pneumolisina que activa la
via classica del complement. Per a controlar 1’aveng de la infeccid, els macrofags 1 els
leucocits polimorfonucleats en preséncia del complement i d’anticossos especifics
fagociten el pneumococ. En la defensa davant de la bacteriémia, la melsa juga un paper
molt important ja que filtra la sang i la depura dels bacteris no opsonitzats.

Si aquests mecanismes son ineficents, la bacteriémia permet 1’arribada del pneumococ a

zones habitualment esteérils, com és el cas de 1’espai subaracnoidal.

<> Penetracié del pneumococ dins el SNC: el bacteri s’adhereix a I’endoteli i travessa les

dues barreres fisiologiques que separen el SNC de la resta de 1’organisme: la barrera

hematocerebral 1 la BHE.

< Supervivéncia i multiplicacié en I’espai subaracnoidal: els mecanismes per a controlar la

infeccid en I’espai subaracnoidal estan limitats: els nivells d’immunoglobulines i de
complement son minims 1 totalment inadequats per opsonitzar i fagocitar els pneumococs

encapsulats.
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La multiplicacid6 1 posterior autolisi pneumococica provoquen 1’alliberament de
components bacterians amb potencial inflamatori (peptidoglica, LTA/TAs, pneumolisina,
ADN bacteria) al LCR. S’activa la via alternativa del complement i s’inicia la cascada
inflamatoria amb la sintesi i alliberament de citoquines proinflamatories (TNF—a, IL-1f 1
IL-6), xemoquines (IL-8), factor activador plaquetari (PAF), metal-loproteinases de la
matriu, prostaglandines (PGE,) i radicals derivats de I’oxigen, per part de I’hoste. Com a
resultat final, es dona una entrada massiva de neutrofils dins del LCR perd 1’eficacia

fagocitaria és suboptima perque no hi ha hagut prévia opsonitzacio.

Inflamacié meningia promoguda per I’hoste: €és responsable de les conseqiiencies

fisiopatologiques que contribueixen a la simptomatologia clinica i a les possibles

seqlieles de la malaltia:

- Augment de la permeabilitat de la BHE: entrada massiva de components plasmatics
= edema vasogenic = augment de la concentracié de neutrofils (pleocitosi, > 1000
cél-lules/mm’) i de proteines (> 50 mg/dl) en LCR .

- Increment de la viscositat del LCR (per influx de components plasmatics): augment
de la resisténcia al flux normal del LCR (outflow resistance) = obstruccié de la

sortida de LCR = hidrocefalia = edema intersticial.

- Alliberament de factors toxics per part dels neutrofils i dels bacteris: edema citotoxic.
La secrecio de PGE, també contribueix a I’edema ja que produeix hipotonia del fluid

extracel-lular amb el que s’augmenta la permeabilitat del cervell a 1’aigua.

Vasculitis cerebral: I’augment del volum sanguini en el cervell provoca la inflamacio

dels vasos sanguinis = estrenyiment de vasos i/0 trombosi = disminucié del flux
sanguini-cerebral = hipoxia = activacid metabolisme anaerobic = augment de la
concentracio de lactat (> 4,2 mmol/l) 1 disminucié dels nivells de glucosa (< 40 mg/dl o

un index glucosa rcr/glucosa serum < 0,6)).

Augment de la pressid intracranial (PIC): és conseqiiencia de I’edema cerebral

(vasogenic, citotoxic i intersticial) 1 de la vasculitis; pot causar hérnia cerebral o reduir el

flux sanguini cerebral = isquémia que pot derivar a lesions irreversibles o a la mort.
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Figura 5. Fisiopatologia de la Meningitis Pneumococica
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2.3. TRACTAMENT

2.3.1. Aproximacio al concepte d’Eficacia Terapeutica

En D’era preantibiotica, la meningitis pneumococica era una malaltia letal. Avui, tot i
disposar d’un potencial terapéutic superior, les dades sobre mortalitat associada es mantenen
constants 1 I’aparici6 de seqiieles segueix essent un fet freqiient. I és que la millora del
pronostic dels pacients afectats exigeix 1’esterilitzacié del LCR pero també 1’atenuacié de la
intensa resposta inflamatoria que es genera en 1’hoste, vessants que englobaré dins d’un unic
objectiu anomenat eficacia terapeutica (figura 6) i que incloura el tractament antimicrobia i

el tractament antiinflamatori.

Penetracio
antibiotica a
través de la BHE

Inflamacio a
nivell d’espai
subaracnoidal

CMI del
pneumococ
causant de la
infeccid

Nivells
d’antibiotic
en LCR

Resisténcia Antibiotica

Figura 6. Factors determinants i la seva interacci6 a I’hora de predir I’eficacia

terapéutica en la meningitis pneumococica.
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Quines son les relacions que mostra aquesta figura?

v’ La relacid entre el grau d’inflamaci6 de les meninges i els nivells d’antibiotic en LCR.

Un dels factors que modifica la penetracio antibiotica és I’estatus de les meninges. La
inflamaci6 de les meninges augmenta la permeabilitat de la BHE 1 per tant el pas de
substancies com els antimicrobians, 1 alhora en retarda I’eliminacio. La disminuci6 de la
inflamacio, ja sigui per ’administracio de substancies antiinflamatories o per 1’accio del
tractament, redueix la difusi6 antibidtica, 1 per tant €s un factor que desaconsella
disminuir la dosi d’antibiotic durant el tractament malgrat s’observi una millora en el

pacient.

v" La relacio entre els nivells d’antibiotic i el canvi en la CMI del microorganisme degut a

I’adquisicio de resisténcia antibiotica durant el tractament. Esta demostrat que una
exposicio prolongada a un tractament antibiotic (en general administrat en régim de

monoterapia) augmenta la possibilitat d’aparicié de mutants resistents.

Quines son les relacions que no mostra aquesta figura?

v’ La resposta inflamatoria total que es desencadena en 1’espai subaracnoidal de 1’hoste

resulta de la infeccid bacteriana 1 es pot veure més o menys potenciada per
I’administracié antibiotica. L’activitat bactericida d’alguns antimicrobians provoca la
lisi bacteriana 1 I’alliberament de components de la paret cellular, toxines

citoplasmatiques i ADN bacteria que amplifiquen la cascada inflamatoria.

v' La relacid entre els nivells d’antibiotic assolits en LCR i la CMI (i/o CMB) del

microorganisme causant de la infeccid és un factor important a I’hora d’aconseguir 1’exit

terapeutic. D’aquesta relacid en deriven els estudis de farmacocinética i
farmacodinamia antibiotica en sérum i sobretot en LCR.

Pero en la mesura de 1’eficacia també son determinants alguns parametres independents
dels valors de la CMI/CMB, que podrien explicar 1’efecte sobre 1’activitat bactericida
que tenen concentracions d’antibiotic creixents en el temps o 1’efecte antibacteria que
persisteix després d’una exposicid antibiotica (els anomenats efecte postantibiotic in

vitro i efecte subCMI in vivo).
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* Penetracio antibiotica en el LCR®°"®

La capacitat de difusi6 d’un antibiotic a través de la BHE depén de:

= Les seves caracteristiques fisico-quimiques:
- Pes molecular: com més petita és la substancia, major difusio.
- Grau d’ionitzacio: si la substancia €s ionitzada, la penetraci6 disminueix.
- Liposolubilitat: els agents liposolubles (cloramfenicol, rifampicina, quinolones)
presenten valors de penetracid superiors als menys liposolubles (B-lactamics 1

vancomicina).

= La unié a proteines plasmatiques (Protein Binding): com major és el percentatge
d’unio, menor és la penetracidé. No obstant, la unié a proteines augmenta la T;, en

serum 1 LCR, 1 en retarda I’eliminacio.

= La interaccié amb el transport actiu de substancies a traves del plexus coroideu: com

B-lactamics 1 probenecid que competeixen pel mateix sistema de transport.

= El grau d’inflamacio de les meninges.

* Resisténcia Antibiotica

Una infecci6 pulmonar causada per un pneumococ amb resisténcia intermeédia es pot
tractar amb exit amb penicil-lina perque els nivells assolibles son superiors a la CMI. En
canvi, seria impensable utilitzar aquest tractament enfront la mateixa soca en una infeccid
localitzada com la meningitis. Si la baixa penetracid6 que presenten la majoria
d’antibiotics limita el rang terapéutic optim, una possible perdua de sensibilitat abans o

durant el tractament resultaria catastrofica.

La incapacitat d’eradicar soques resistents provoca fracas terapéutic i indirectament
augmenta el risc de disseminacié d’aquests mutants entre la poblaci6. Knudsen i
col-laboradors han observat que 1’is de dosis antibiotiques inadequades afavoreixen la

., . . ) . < TT
selecci6 de mutants resistents en tres models animals d’infeccié pneumococica’’.
Guillemot et al. han demostrat que 1’administracio de baixes dosis de B-lactamics en nens
durant un periode superior a 5 dies incrementa el risc a ser colonitzat per pneumococ

resistent’®.

D’acord amb aquest fet, en els paisos amb una elevada prevalenga de soques resistents es
recomana la utilitzaci6 de dos antibidtics en combinacidé per a prevenir el

desenvolupament de resisténcies en el tractament de meningitis pneumococica.
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* Farmacocinética i Farmacodinamia Antibiotica’®

En la meningitis, la farmacocinética d’un antimicrobia estableix 1’evolucio de la seva
concentracio en el LCR al llarg del temps, 1 depen de la seva absorcid, i de la penetracio i
eliminacio a través de la BHE. La farmacodinamia ¢és la relacid entre els nivells assolits en
LCR i I’eficacia i la toxicitat que se’n deriven (figura 7). Els parametres farmacocingétics i
farmacodinamics es calculen amb [I’objectiu d’establir la dosi, dosificaci6 1 via
d’administraci6 més adequades per a maximitzar I’eficacia d’un antibiotic. S’ha observat
dos grups d’antibiotics segons els parametres farmacodinamics que millor expliquen la

seva activitat bactericida:

= Concentracié-dependent: la seva eficacia depen de la concentracidé maxima (Cpax)
aconseguida 1 de la durada de I’efecte postantibiotic, de manera que el seu efecte
augmenta a mesura que les concentracions s’incrementen en el LCR. Permeten llargs
intervals de dosificacid. Els parametres més importants a 1’hora de predir 1’eficacia son:
Cmax!CMI (quocient entre la concentracidé maxima i la CMI); i AUC/CMI: (quocient

entre 1’area sota la corba i la CMI).

= Temps-dependent: la seva eficacia esta condicionada pel temps durant el qual els nivells

d’antibiotic estan per sobre la CMI del microorganisme, el que fa necessari utilitzar
intervals d’administraci6 més freqiients. El parametre indicador d’eficacia terapcutica
és: t >CMI.

r

(Uil

Zoncentratio

: =
a 4 12 18 24
Temps

Figura 7. Parametres farmacodinamics predictors d’eficacia terapéutica.
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2.3.2. Terapia Antimicrobiana

Davant de la sospita de meningitis, 1’inici de la terapia antimicrobiana ha de ser un fet
immediat ja que una demora en [’esterilitzaci6 del LCR empitjora el pronostic del malalt 1

augmenta el risc de patir seqﬁeles73.

Quin és el tractament empiric de la meningitis pneumococica? %8%82

Els B-lactamics han constituit el tractament estandard en els ultims 40-50 anys gracies al seu
efecte bactericida (correlacionat a concentracions antibiotiques en LCR entre 8 1 10 vegades
per sobre la CMB del pneumococ implicat) que facilita una rapida esterilitzaci6 del LCR. La
penicil-lina 1, en pacients al-leérgics, el cloramfenicol s’han utilitzat durant molt temps, pero

I’aparici6 i disseminacio6 de resisténcies n’han contraindicat I’us®*%2,

En paisos amb baixa prevalenca de soques PRP, I’administracié d’una C3G constitueix una
opcid segura ja que durant les primeres 24 h la penetracié en LCR és maxima i en aquest
temps ja estan disponibles els resultats de sensibilitat antibiotica per si fos necessari
modificar la pauta inicial. Cefotaxima pot ser administrada via iv. a dosis elevades sense risc
de toxicitat: 50 mg/kg/6h en nens i 75-100 mg/kg/6h (fins a un maxim de 24 g/d) en adults.
Ceftriaxona pot ser administrada a dosis de 50-100 mg/kg/d en nens i adults, pero fins a un
maxim de 4 g/d a partir dels quals podrien apareixer efectes secundaris. Aquest fet limitaria
la dosi en adults que mai podria arribar a ser de 100 mg/kg/d. Ambdues mantenen una bona
activitat antipneumococica i assoleixen uns nivells adequats en LCR en preséncia de
meninges inflamades amb un rang terapéutic optim davant de soques amb una CMI a

penicil-linaia C3G de finsa 1 pg/ml4’84’85.

En pacients al-lergics, s’aconsella 1’is de vancomicina acompanyat de la monitoritzacié dels
nivells vall en sang (5-10 mg/l) per D’estret marge toxicoterapéutic que presenta.
Vancomicina a dosis elevades (15 mg/kg/6h) s’administra via iv. sense toxicitat en nens el
que permet assolir uns nivells en LCR optims per a I’esterilitzaci6 del LCR. En adults, les
dosis tolerables son inferiors (15 mg/kg/12h) 1 la penetracié de vancomicina en I’espai
subaracnoidal, que depeén del grau d’inflamacié de les meninges, es pot veure modificada
en un mateix malalt durant el tractament, propiciant la possibilitat de fracas terapéutic. En
casos excepcionals, vancomicina es pot administrar via intratecal ja que ha demostrat la seva

eficacia en meningitis per pneumococ resistent”.
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En arees geografiques amb un index elevat de resisténcia, la utilitzacié6 de monoterapies es
veu compromesa per dues raons:
- perque la variacié individual en els nivells de C3G assolits en LCR amb les dosis
convencionals és tan gran que no assegura que la concentracié d’antibiotic sigui
Optima®©8687.
- perque la descripcid de soques de pneumococ altament resistents a C3G (CMI > 4 ng/ml)

augmenta encara m¢és les possibilitats de fracas terapéutic’ %,

En aquestes regions, el tractament empiric recomanat consisteix en la combinacié de
cefotaxima/ceftriaxona més vancomicina. Alguns autors han recomanat 1’ts de
cefotaxima/ceftriaxona més rifampicina. S’aconsella administrar cefotaxima a dosis elevades
per a cobrir terapéuticament soques amb una CMI de fins a 2 pg/ml. En pacients al-lérgics, el

tractament empiric el constitueix vancomicina 15 mg/kg/12h combinada amb rifampicina 15

mg/kg/d.

Algunes consideracions dins I’evoluci6 de la malaltia

La durada del tractament antibiotic oscil-la entre 10 i 14 dies. Si el pneumococ causant és
resistent a P-lactamics, s’ha de realitzar una nova punci6 lumbar per a comprovar
I’esterilitzaci6 del LCR a les 24-36 h de la primera dosi antibiotica®®. En cas d’obtenir

cultius positius, s’haurien de considerar altres opcions terapeutiques.

Quines son les alternatives per si el tractament empiric no és I’adequat?

Dins de la familia dels B-lactamics, els carbapenems han estat objecte d’estudi. Si imipenem
ha estat descartat pel seu efecte convulsionant®, meropenem sol o combinat amb
ceftriaxona, vancomicina o levofloxacino ha demostrat ser actiu in vitro/in vivo davant de
soques resistents a penicil-lina 1 sensibles a C3G* %, En un treball recent, meropenem en
solitari 1 combinat amb vancomicina no va aconseguir I’esterilitzaciéo del LCR en el 100%
dels conills infectats amb un pneumococ resistent a C3G (CMI = 4 ug/ml)%. Un altre
candidat, ertapenem, ha mostrat una activitat antipneumococica similar als tractaments

. C . . . . g g 4
estandard en la meningitis experimental per soques sensibles/resistents a penicil-lina®.

Als darrers deu anys s’han desenvolupat molts treballs experimentals per a valorar I’eficacia

de noves molecules de la familia de les fluoroquinolones. En la meningitis experimental

produida per soques resistents a penicil-lina i a C3G (CMI = 4 pg/ml), garenoﬂoxacino%,
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gatiﬂoxacino%, moxifloxacino®’ i trovafloxacino® mostren una excel-lent penetracio en LCR
perdo no milloren significativament ’activitat de ceftriaxona i vancomicina en solitari o
combinades. D’altra banda, el seu Us contraindicat en nens i I’augment progressiu de la CMI
vers S. pneumoniae relacionat directament amb un consum incrementat en la comunitat

redueixen encara més les expectatives de convertir-se en un referent.

L’elecci6 del tractament empiric davant d’un cas de meningitis causat per una soca amb un
grau elevat de resisténcia (CMI > 4 pg/ml) és un problema no resolt. Els pocs casos clinics
apareguts dificulten la valoracio estadistica de les terapies convencionals'®**3, Amb la
finalitat de trobar el millor candidat, caldria apostar per I’estudi de combinacions
antibiotiques ja que permeten ampliar 1’espectre antimicrobid, obtenir una eficacia
optimitzada, reduir el risc de desenvolupament de resisténcies que presenta 1'is de
monoterapies i disminuir el risc de fracas terapeutic en els casos on s’administrin substancies

inflamatories amb efecte modulador de la penetracid antibiotica a través de la BHE.
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2.3.3. Tractament Antiinflamatori

La resposta de I’hoste a la lisi bacteriana es tradueix en l’amplificaci6é d’una cascada
inflamatoria que si no es modula pot provocar isquémia, lesid cerebral i mort del malalt. A
diferéncia del que succeeix amb I’arsenal antimicrobia, només la dexametasona ha
aconseguit superar el rigords procés que la capacita com a substancia antiinflamatoria eficag
en la meningitis. En el nostre hospital s’administra de forma adjuvant al tractament

antimicrobia des del 1987 amb bons resultats.

Quin és el paper de la dexametasona en el pronostic de la meningitis pneumococica?

Un primer aspecte a considerar €s que els beneficis de la dexametasona només es poden

apreciar si s’administra abans (10-20”) o conjuntament amb la primera dosi antibidtica.

En el model experimental la dexametasona va reduir la inflamaci6 en 1’espai subaracnoidal
millorant els simptomes neurolc‘)gicsgg’lol. En un metaanalisi de diversos assaigs clinics i
més recentment en dos estudis de 120 i 112 casos de meningitis pneumocodcica en nens i
adults, respectivament, 1’administracié primerenca de dexametasona va protegir del

N . . . 102 - \ . , .
desenvolupament de déficits auditius'® i d’un pronostic greu, a més d’associar-se a una

58,103

menor mortalitat . El European Dexamethasone in Adulthood Bacterial Meningitis

Study Group va demostrar en una seérie de > 300 casos que el tractament adjuvant amb

104

dexametasona disminuia la mortalitat™ . Quan s’ha estudiat aquest efecte beneficios s’ha

vist que seria atribuible a la millora de les complicacions sistémiques pero no a les de tipus

. . 1031
neurologic'®1%.

L’Gs concomitant de dexametasona amb el tractament antimicrobia no esta exempt
d’inconvenients:
- en els models experimentals de meningitis en rata i conill, dexametasona va potenciar
processos d’apoptosi neuronal que van derivar en deficits d’aprenentatgeloe’lw.
- en alguns estudis clinics no va aportar cap benefici a 1’hora de prevenir complicacions
neurologiques™ %%,
- en el model animal, I’administraci6 conjunta de dexametasona amb vancomicina va
disminuir significativament la seva penetracio a través de la BHE donant-se retard en

., 100,108
I’eradicaci6 del pneumococ .
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Que recomanen els experts?

Les directrius sobre 1’Gs de la dexametasona en meningitis pneumococica estan clarament
. . . 21 C g eqe
diferenciades segons I’edat del pacient®®®*!% No obstant, la variabilitat en els resultats

obtinguts provoca un constant desacord entre els experts en meningitis bacteriana.

- No es recomana la seva administracié en el periode neonatal ja que 1’espectre dels
microorganismes causants de meningitis no inclou H. influenzae, S. pneumoniae i N.

meningitidis i per tant, els resultats obtinguts amb aquests no son extrapolables.

- En nens > 6 setmanes d’edat, es recomana considerar els riscs 1 beneficis que se’n puguin
derivar. En cas d’administracio: dosis de 0,6 mg/kg/d fraccionades cada 6-12 h de dos a

quatre dies.

- Només en adults, les opinions basades en els bons resultats en la millora del pronostic
s’agrupen en un consens a l’hora de recomanar 1’administracié d’una dosi de 0,15

mg/kg/6h de dexametasona de dos a quatre dies.

L’efecte de la dexametasona en la disminuci6 de la permeabilitat de la BHE i
conseqiientment, dels nivells d’antibiotics hidrofilics en LCR ¢és un punt especialment
espinds en el suposit de soques amb resisténcia antibiotica on les possibilitats de fracas
terapéutic amb les combinacions que inclouen vancomicina es veurien incrementades. A la
clinica, els resultats son divergents: en nens amb meningitis bacteriana, la dexametasona no
va reduir els nivells de vancomicina en el LCR®’. No obstant, s’han documentat fracassos en
adults que van rebre vancomicina i dexametasona®®. Dins d’aquest context, alguns experts
recomanen 1’addicié de rifampicina a C3G o la triple combinaciéo C3G més vancomicina més
rifampicina, quan s’administri dexametasona de forma adjuvant en base a que la penetracid

de rifampicina i ceftriaxona en LCR no es veuria modificada®.

Quines son les alternatives de les que disposem?

La millora en el coneixement del paper que citoquines, xemoquines i agents oxidants juguen
en les complicacions neurologiques de la meningitis ha proporcionat la base pel

desenvolupament de nous candidats.

De les troballes en estudis experimentals, la més remarcable i que podria provar-se en
humans proximament, la constitueix l’antioxidant N-acetilcisteina que ha demostrar ser
capac de reduir I’edema cerebral, la pressio intracranial i la pleocitosi a les 24 h postinfeccio

109,110
sense efectes adversos )
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2.4. MODEL D’INFECCIO EXPERIMENTAL

2.4.1. L’Experimentacié Animal com a Eina de Recerca

Durant molt temps s’han utilitzat animals per avaluar activitat, toxicitat, teratogenicitat i
irritabilitat de diferents productes, entre ells cosmeétics. Com a resposta, una part de la

societat s’ha declarat en contra de I’experimentaci6 animal.

El primer indici de reflexio dins la comunitat cientifica es va traduir en ’establiment de
directrius de treball, de les quals la més coneguda ¢€s el concepte de les tres Rs de Russell

& Burch!*:

= Reducci6 del nombre d’animals: Com? Definint les condicions que puguin augmentar
la variabilitat dels resultats, com per exemple 1’ts d’animals cosanguinis, amb un petit
interval de pes ... A nivell d’investigador, hi ha una clara controvérsia entre aquesta

directriu i ’analisi estadistic que fomenta una major N.

= Refinament de I’estudi: Com? A nivell del protocol d’estudi (tria de 1’espécie animal
adequada, el periode d’estudi) o respecte I’animal (amb técniques per a minimitzar el

seu dolor i/o estres).

= Reemplacament de I’Gs d’animals. Com? Utilitzant métodes alternatius (models in

vitro, cultius cel-lulars, simuladors matematics ...) sempre que sigui possible.

Avui, el binomi recerca i benestar animal en qualsevol disseny experimental és una
practica ben regulada a Catalunya. La legislacio sobre 1’us i proteccié d’animals destinats
a experimentacié 1 altres finalitats cientifiques es regeix a nivell autonomic pel Decret
214/1997 de 30 de juliol (DOGC num. 2450, 7 d'agost, pag. 9169) i a nivell estatal pel
Real Decreto 1201/2005, de 10 d’octubre de 2005
(http://www.boe.es/boe/dias/2005/10/21/pdfs/A34367-34391.pdf).

Des de la sortida de I’animal procedent d’un centre de cria acreditat per la Generalitat fins
a la seva arribada a I’estabulari, el protocol de treball que inclou aquest animal és estudiat,
discutit, modificat i en el millor dels casos, aprovat per un Comit¢ Avaluador

d’Experimentacié Animal.

A més a més, el personal que treballa directament amb els animals (investigadors, técnics,
personal d’estabulari) requereix la realitzaci6 d’un curs de formacié com a usuaris

d’animals d’experimentacio.
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2.4.2. Models Animals d’Infecci6: Meningitis Experimental ">

Tot 1 respectar les consideracions ¢tiques que una part de la societat promou en contra de
I’6s d’animals amb finalitat experimental, cal remarcar que els models animals d’infeccid
son la base dels assaigs preclinics que es duen a terme per a comercialitzar un nou
antibiotic, segons la FDA i 1I’Agencia Europea per a I’ Avaluaci6é de Productes Medicinals

ja que no es disposa de cap metode alternatiu que pugui substituir-los.

Els models animals d’infeccié s’utilitzen perque tenen una posicié ben definida entre els
estudis in vitro i la clinica. El principal avantatge respecte als models in vitro és que es
desenvolupen en unes condicions més properes a la realitat, en un ambient menys
favorable que un brou de cultiu i interaccionant amb els multiples factors de I’hoste.
D’altra banda, reprodueixen fidelment les caracteristiques de les infeccions humanes i
alhora permeten una analisi fiable de les multiples variables que es poden estudiar
(patogenesi, resposta immunitaria, eficacia del tractament antimicrobid). Dins de la
valoraci6 de I’eficacia terapeutica, encara que les diferéncies entre la farmacocinética
humana 1 animal sén evidents, els parametres farmacodinamics dels antibidtics incorporen

aquestes diferéncies permetent una comparacio interespecie.

Un dels avantatges dels models animals ¢és la seva aplicabilitat en infeccions poc comuns
entre la poblacio, com ¢€s el cas de la meningitis. La informacié que s’obté del model de
meningitis experimental depén del tipus d’inoculacio:

3

o 12 . 11 . . 114 -
e Inoculacié intranasal~*, intravenosa ~ o intraperitoneal™™" permet [’estudi de les

primeres etapes de la patogenesi de la meningitis d’origen hematogen.
Limitacions: - Només una part dels animals (= 50%) desenvolupen la malaltia.
- El temps necessari d’inici de la malaltia €s variable (> 1 dia).

- Risc elevat de mortalitat animal deguda a un xoc séptic.

S, . 11 . .. ..
« Inoculaci6 intracisternal*®, permet I'estudi de la meningitis que s’ha originat en un

focus intracranial, a partir d’infeccions de vies respiratories superiors o per inoculacid
traumatica dins del SNC. Ha contribuit al coneixement de la fisiopatologia de la
malaltia, a D’estudi dels mecanismes causants de la resposta inflamatoria i la seva
modulacid, i a I’avaluacié de noves possibilitats terapéutiques especialment des de
I’aparicié de soques resistents.

Avantatges: - La meningitis es desenvolupa en un temps predicible i amb una major

fiabilitat.
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Limitacions: - El patogen no es dissemina per via hematogena, per tant la bacteriemia
es desenvolupa de forma secundaria.
- No permet estudiar les primeres etapes de la patogenesi.

- Risc d’exitus per complicacions neurologiques o sistémiques.

L’elecci6é de I’animal constitueix un punt important en el desenvolupament del model. Els
animals de tamany petit (ratoli, rata, conill porqui) tenen limitat el volum de LCR i/o sang
que es pot obtenir en cada mostra, a més a més de no permetre extraccions seriades en un

mateix animal.

2.4.3. Model de Meningitis Pneumococica en Conill

El model experimental de meningitis en conill, desenvolupat per Dacey i Sande I’any
1974, segueix essent en l’actualitat una eina indiscutible en la recerca d’alternatives

terapeutiques i en 1’estudi del procés inflamatori que es genera paral-lelament a la infeccid.

Aquest model va ser innovador per la infraestructura utilitzada: 1’aparell d’estereotaxia
que, des del punt de vista metodologic, facilita la presa de mostres de LCR per la via

intracisternal.

El fet d’utilitzar un animal de gran tamany com ¢és el conill afegeix clars avantatges com el
fet de poder obtenir mostres d’un mateix animal en diferents punts horaris i poder extreure
un volum de LCR suficient per a poder valorar tant concentracions bacterianes com

parametres inflamatoris.

Com a limitacions, s un model que no reprodueix la patogenesi de la meningitis d’origen
hematogen. A més, la puncié repetitiva en 1’espai subaracnoidal pot provocar lesions

importants i en el pitjor dels casos la mort de 1’animal.
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3. ANTIMICROBIANS

3.1. CEFTRIAXONA

Es una C3G d’estructura semisintética disponible en la practica médica des dels anys 80.
Mecanisme d’accid: s’uneix especificament a les proteines PBP1a, PBP2x i PBP2a, i les

inactiva irreversiblement bloquejant la darrera etapa de la sintesi del peptidoglica.

3.1.1. Farmacocinética i Farmacodinamia en serum i LCR

Presenta unes caracteristiques farmacocinétiques particulars envers la resta de -lactamics:
- Unid a proteines elevada (95%) 1 saturable, que contribueix a una elevada T, (en
LCR: 7-8 hen conillsi~ 17 h en humans)lle”117 1 permet una comoda dosificacié en
forma d’unidosi. A més, la saturacio dels llocs d’uni6 a proteines contribueix a una
major fraccio lliure (i per tant, activa) de ceftriaxona en sérum i teixits. Aquestes
dades contrasten amb els valors d’un 35% d’uni6 a proteines, una T;, = 1,2 h i un
interval de dosificacio de 8 h que presenta la cefotaxima™®,
- Excel‘lent penetraci6 tissular essent adequada en el LCR en preséncia de meninges
inflamades: 4-11% en humans i1 3-15% en conills (taula 4). Aquesta penetracio

disminueix fins un 1-5% quan la inflamacio desapareixlls.

Els parametres farmacodinamics més importants en relacio a I’eficacia de la ceftriaxona
son t >CMI i t >CMB, tal i com s’ha demostrat en estudis In Vvitro i en models
animals™"?2123 A nivell quantitatiu, el t >CMI necessari per aconseguir un efecte
bacteriostatic in vitro és d’un 35-40% de I’interval de dosificacid, mentre que 1’efecte
maxim s’observaria amb valors d’un 60-70%"2%. En el model experimental de meningitis
pneumococica, es va evidenciar efecte bactericida quan la concentracié de ceftriaxona en
LCR superava la CMB durant un temps > 95% de I’interval de dosificacié'*’. Aquesta
correlacid, que només ¢€s factible en meningitis causades per pneumococs amb una CMI a
ceftriaxona < 2 pg/ml, explicaria els fracassos terapeutics associats a soques amb un major
nivell de resisténcia. Les diferéncies quantitatives entre estudis in vitro i in vivo respecte el
t >CMB es poden atribuir a la major durada de I’efecte postantibiotic que la ceftriaxona

presenta in vitro envers el pneumococ™®.
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Dosi iV, Nivells pic serum Nivells pic LCR Referencia
(ng/mi) (ng/ml)

N 50 mg/kg 54+ 17 6,6 +4.5 87
Pz
<
S | 75mgke 137 + 39 57+ 1,4 1
>
T | 100 mg/ke 93 + 53,4 8,8 +82 87

75 mg/kg 275+ 59 55+3,7 100
wn
= | 100mgke  193,1+77,09 57+1,5 120
Z 121
8 125 mg/kg 195 £ 54 49+1,7

150 mg/kg 236 + 36 53+ 1,4 H

Taula 4. Nivells pic de ceftriaxona en humans amb meningitis bacteriana i en conills

amb meningitis pneumococica.

3.1.2.Indicaci6 en el tractament de meningitis pneumococica

La dosi de ceftriaxona tolerable en humans no excedeix els 4 g/d, de manera que en nens
pot ser administrada fins a 100 mg/kg/d, perd no en adults. Partint d’aquest punt,

I’assoliment de nivells fiables en LCR explica I’eficacia davant de pneumococs amb una

1,87,124 S
G %1% En meningitis per soques amb

5, 87

CMI = 0,1-1 pg/ml a penicil-lina i sensibles a C3
una CMI superior, ceftriaxona provoca fracassos terapeutics
A la fase inicial de tractament, la seva accid bactericida sobre la paret cel-lular produeix
una rapida lisi bacteriana i ’alliberament de productes amb un clar efecte proinflamatori®.
Si es comparen els avantatges i inconvenients d’aquest Killing, s’observa que el
creixement bacteria incontrolat generaria una major quantitat de fragments de paret
cel-lular circulants que el que podria ocasionar el tractament antimicrobia. Per tant, el

benefici d’eradicar el patogen de forma immediata supera el conjunt d’efectes col-laterals

que es puguin derivar d’una inflamaci6 brusca mediada per B-lactamics.

L’administracié conjunta amb dexametasona redueix [’activitat i la penetracié de
ceftriaxona en I’espai subaracnoidal en el model experimental produit per soques
resistents (CMI a C3G entre 1-4 ug/ml)100’108’125, fet que comprometria 1’eficacia de la

monoterapia en casos relacionats amb soques amb un grau de resisténcia superior.
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3.2. FOSFOMICINA

Es un antibiotic d’estructura simple, d’ampli espectre, aillat per primera vegada 1’any
1966 d’una soca de Streptomyces fradiae. També es pot obtenir de la fermentacio de S.
viridochromogenes i de la de S. wedmorensis.

Mecanisme d’accio: bloqueja un dels enzims que participen en la primera etapa de la

sintesi del peptidoglica impedint la formaci6 de UDP-N-Acetilmuramic.

La fosfomicina penetra dins del bacteri mitjancant permeases transportadores de D-
Glucosa-6-Fosfat. Per aquesta rao, és necessari afegir una quantitat de G6P en els estudis

de sensibilitat 1 en la determinacio de nivells d’antibiotic.

3.2.1. Farmacocinética i Farmacodinamia en serum i LCR

Fosfomicina no s’uneix a proteines plasmatiques (T4 = 1-2 h). Gracies al seu baix pes
molecular presenta un ampli volum de distribucio i travessa amb facilitat la BHE: 23-60%
en humans 1 55% en conills (taula 5). Amb la remissi6 de 1’estatus inflamatori I’entrada en
LCR minva fins a la meitat dels valors obtinguts en preséncia de meninges

. 126,12
inflamades?%1%°

Administrada a dosis terapeutiques, no produeix trastorns hepatics, renals ni hematogics
significatius, pel que es pot dir que és practicament atoxica. No presenta hipersensibilitat
creuada amb altres antibiotics esdevenint un farmac valid en pacients amb al-lergia a -

lactamics.

El perfil farmacodinamic de la fosfomicina no esta ben definit. Alguns estudis han

especulat amb la possibilitat que la seva eficacia en muscul i en teixits tous sigui temps-

130,131

dependent . Pfausler et al. han demostrat el mateix comportament en LCR de

pacients de neurocirurgia i han correlacionat I’activitat bactericida antiestafilococica de

129

fosfomicina amb un t >CMI superior al 60% . D’altra banda, en la meningitis

experimental van ser necessaris concentracions pic de fosfomicina d’almenys 10 vegades

per sobre la CMI del pneumococ per a evidenciar un efecte bactericida?®.
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.. Nivells serum Nivells LCR L.
Dosi iv. Referéncia
(ng/ml) (ng/ml)

" 0,5 g/6h 84,1+ 59,5 51,95 37,6 126
zZ
<§E 4 g/6h 96,02 + 43,3 52,4+224 126
-] 127
I 4 g/6h 1843 +41,7 47,4 +22,02

10 mg/kg/h 69,4 18,4
wn
- 40 mg/kg/h 208 131
| 128
CZJ 80 mg/kg/h 518 247
@)

160 mg/kg/h 814 350

Taula 5. Nivells de fosfomicina en humans amb meningitis bacteriana i en conills amb meningitis

pneumococica.

3.2.2. Indicacid en el tractament de meningitis pneumococica

L’excel-lent penetracidé en ’espai subaracnoidal i I’ampli espectre d’activitat bacteriana
que presenta la caracteritzen com a possible candidat en el tractament d’infeccions del
SNC. No obstant, el seu Uis en monoterapia queda descartat per dues raons. La CMI del
pneumococ a fosfomicina és elevada, amb un augment proporcional a la pérdua de
sensibilitat a penicil~lina132 1 en general, esta en el mateix rang de valors que els nivells
assolibles en LCR. A més, I’adquisicio de resisteéncia (per alteracid de la permeabilitat de
la paret cel'lular o per desactivacié enzimatica) és un fenomen freqiient durant el

tractament.

Per a evitar la seleccid de mutants resistents, s’ha estudiat un possible sinergisme amb

altres antibiotics. L’addicié de fosfomicina a ampicil-lina o penicil-lina és sinérgica127

com també ho és I’associacio amb cefotaxima o ceftriaxona davant de S. pneumoniae amb

133,134 La combinacio amb ceftriaxona ha mostrat efecte

28

diferent sensibilitat a B-lactamics

additiu en el model de meningitis pneumococica’®® i s’ha associat a éxit terapéutic en

135136 Des de 1987, alguns autors francesos han

meningitis postquirargiques en adults
utilitzat la combinaci6é amb cefotaxima com a tractament empiric de la meningitis
nosocomial per la seva excel-lent activitat antiestafilococica i antienterobacteriana®®’. En

cap cas s’ha descrit seleccio de mutants resistents durant el tractament combinat.
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3.3. RIFAMPICINA

Es un antibiotic produit per Streptomyces mediterranei comercialitzat des de 1’any 1965.
Mecanisme d’accio: inhibeix la transcripcid i1 posterior sintesi del ARN mitjangant la unid

no covalent a la subunitat 3 de I’ARN polimerasa bacteriana.

3.3.1. Farmacocinética i Farmacodinamia en serum i LCR

En sérum presenta una unié a proteines d’'un 80%. Gracies al seu caracter liposoluble
assoleix concentracions tissulars similars a les plasmatiques, essent la penetraci6 en LCR
d’un 7-56% en humans i d’un 18-22% en conill (taula 6). Una T}, = 14,5 h en LCR permet

una administracid en unidosi en el tractament d’infeccions del SNC.

La correlacié entre els nivells de rifampicina i la seva activitat bactericida/bacteriostatica és
paradoxal. En la meningitis experimental, s’ha observat una correlacid positiva entre la
concentracio de rifampicina en LCR 1 I’efecte de les dosis de 5 1 10 mg/kg, pero no en una
dosi de 20 mg/kg que va resultar menys activa™®. També en el tractament de la tuberculosi,

una dosi de 600 mg/d de rifampicina va ser més efica¢ que una de 750 mg/d140.

Dosi iv. Nivells pic serum Nivells pic LCR Referéncia
(ng/ml) (ng/ml)
o’ 20 mg/kg 5,1+3.,0 1,0 0,5 87"
pd
<§E 7,5 mg/ke 2,16 0,206 141 %
- #
T 10 mg/kg 3,84 0,178 141
10 mg/kg 23,1+9,7 0,8 +0,3 139
q 23438 0.5+0,2 %
-
cZJ 15 mg/kg 21+4 0,4 +0,1 120
O
19+5 0,4 +0,3 121
20 mg/kg 66 + 26,5 1,9+ 0,8 139

Taula 6. Nivells pic de rifampicina en humans amb meningitis (*bacteriana i * tuberculosa) i en

conills amb meningitis pneumococica.
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3.3.2. Indicacié en el tractament de meningitis pneumococica

En condicions de pretractament, la majoria de pneumococs son sensibles a rifampicina. A
partir d’aquest punt el que esperariem és que la seva activitat antipneumococica fos
equivalent a la d’altres antibiotics com ceftriaxona o vancomicina. No obstant, aixo no és
del tot cert.

Existeix una clara discordancga entre I’activitat antipneumococica de rifampicina in vitro i

142
1

en el model animal™ ™. L’efecte bacteriostatic que s’aprecia in Vvitro no es correlaciona amb

I’activitat bactericida observada amb una dosi de 15 mg/kg/d en la meningitis

. 1190, 93, 120, 144
experimental en conill .

Pero la principal limitacid que presenta rifampicina per ser administrada en monoterapia
és la facilitat amb qué es desenvolupa resisténcia durant el tractament™. Les soques
resistents presenten mutacions puntuals en gens codificants per I’ARN polimerasa el que
els proporciona un nivell baix de resistencia (CMI: > 0,5 1 < 4 pg/ml); la transferéncia
horitzontal d’aquestes alteracions seria un pas determinant en 1’adquisicié d’un grau

superior de resisténcia™*®.

Com a antibiotic que actua a nivell de sintesi proteica, promou una activacio de la cascada
inflamatoria molt més retardada que els antimicrobians que actuen a nivell de paret
cel-lular. Rifampicina indueix una resposta inflamatoria atenuada en 1’espai subaracnoidal
de ratoli 1 conill i1 redueix la mortalitat en el model muri de meningitis comparada amb

ceftriaxona®®’

. L’efecte modulador respon a un menor o més lent alliberament de

LTA/TAs i d’ADN bacteria i a una produccié minvada de radicals derivats de I’oxigen en

19,147-149 . L . e o e, , .

el LCR . A més a més, rifampicina exhibeix una bona difusid en 1’espai
. . o 100,120,144

subaracnoidal que no es veu modificada en preséncia de dexametasona . Aquests

bons resultats van a favor de la recomanacié d’afegir rifampicina al tractament estandard

. .. .. . 100,144
ceftriaxona/vancomicina davant de meningitis causades per soques resistents .
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3.4. TEICOPLANINA

Es un glicopéptid aillat de Actinoplanes teichomyceticus (any 1978) amb espectre
restringit a gram positius.

Mecanisme d’accid: inhibeix la sintesi del peptidoglica durant la segona etapa, fase prévia
al moment en que actuen els B-lactamics. Aquest fet justifica I’abséncia de resisténcia

creuada.

3.4.1. Farmacocinetica i Farmacodinamia en serum i LCR

L’elevada uni¢ a proteines (90%) deriva en una T;, = 150-180 h que permet administrar-la
en una dosi diaria. La seva eliminaci6 renal requereix ajustament de dosi en pacients
renals perd té menys efectes secundaris que vancomicina™°.

El parametre farmacodinamic que ha demostrat millor correlacié amb la seva activitat

antipneumococica €s Cpa/CMI, tot 1 que el t >CMI també hi influeix™®*.

3.4.2. Indicacié en el tractament de meningitis pneumococica

En principi no és un bon candidat en infeccions del SNC per la seva escassa penetraci6 en
LCR (taula 7). Aix0 explicaria per qu¢é no hi ha experiéncia clinica en meningitis
pneumococica malgrat s’hagi demostrat que 1’activitat in vitro de teicoplanina davant de S.
pneumoniae és millor que la de vancomicina™*.

Només un treball ha valorat positivament la seva eficacia en el model en conill. Tot i que
I’administracié conjunta de dexametasona va reduir la seva penetracié en LCR, I’eficacia

153
no es va veure afectada™"".

Dosi iv. Nivel(l}slgp/ir(;ic,)érum Nive(lfgpl)ri];:I)I_CR Referéncia
14,5 1,3
HUMANS 400 mg 23 0,3 152
7,2 0,3
CONILLS | 15mgkg  73,58+12,99 1,09 £ 0,93 163

Taula 7. Nivells pic de teicoplanina en humans amb meningitis bacteriana i en conills amb

meningitis pneumococica.
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3.5. VANCOMICINA

Es un glicopéptid obtingut de Streptomyces orientali 1’any 1956, d’efecte bactericida
sobre gram positius.

Mecanisme d’accio: inhibeix la segona etapa de la sintesi del peptidoglica a través del
bloqueig de la transglucosilacié 1 transpeptidacido dels precursors. Secundariament pot

actuar alterant la permeabilitat de la membrana i inhibint la sintesi proteica.

3.5.1. Farmacocinética i Farmacodinamia en serum i LCR

La farmacocinética és simple: baixa unié a proteines (30-50%) 1 una T, = 6-8 h en
pacients amb funcié renal adequada. L’eliminacié per filtracié glomerular afavoreix la
seva acumulaci6 en pacients amb insuficiencia renal el qué obliga a ajustar la dosi i

o . 150
monitoritzar els nivell vall en sang™".

La seva penetraci6 a través de la BHE en preséncia de meninges inflamades és d’un 7-

15% en humans i d’un 10-20% en conills (taula 8). A mesura que la inflamaci6 desapareix

’entrada en LCR és redueix drasticament™>> %8

Dosi iv. Nivells pic serum Nivells pic LCR Referéncia
(ng/ml) (ng/ml)
HUMANS | 60 mgkg 173+6,7 33+1,1 87
35+ 4 23+0,8 121
347+53 0,9+0,5 120
CONILLS 20 mg/kg
37+ 12 12+1,2 93
252 45,6 1,8+ 1,4 155

Taula 8. Nivells pic de vancomicina en humans amb meningitis bacteriana i en conills amb

meningitis pneumococica.

Vancomicina es considera un antibiotic amb una activitat bactericida temps-dependent 1
un efecte postantibiotic de curta durada, pel qué una dosificacié continuada o fraccionada
permet una esterilitzacié6 més rapida que una Unica dosi*®***1. No obstant, el parametre
farmacodinamic que va justificar la seva eficacia en la meningitis pneumococica

experimental va ser AUC/CMB. En el model animal es va demostrar que tan important és
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aconseguir uns nivells d’almenys quatre vegades per sobre la CMB com mantenir-los en
aquest rang durant el major temps possible, especialment fins al final de I’interval de

. .1
dosificacio™™.

3.5.2. Indicacié en el tractament de meningitis pneumococica

Fins avui, cap soca de pneumococ estudiada ha presentat resisténcia a vancomicina el que
corrobora 1’excel-lent activitat que exhibeix in vitro i en el model animal de meningitis

pneumococica, sempre i quan els nivells siguin els adequats segons la seva
farmacodinamia®%-23121:144.155

En nens, s’administra sense toxicitat a dosis elevades (60 mg/kg/d) el qué permet assolir

de forma predicible concentracions elevades i bactericides en LCR independentment de

5,157

I’6s adjuvant de dexametasona™>'. En adults, les dosis tolerables son inferiors: si bé €s

cert que vancomicina s’ha utilitzat amb ¢&xit en el tractament de meningitis
pneumocc‘)cicalss, també s’han donat casos en els que la incapacitat d’assolir i/0 mantenir

86,159

uns nivells terapeutics en LCR ha provocat fracas terapeutic En el model

experimental, I’obtencié de nivells insuficients i el retard en D’esterilitzacié del LCR

s’evidencia encara més en preséncia de dexametasona®0%:108:120.144.155

Tot plegat
condueix a que vancomicina en monoterapia sigui recomanada en nens perd es consideri

un tractament suboptim en adults.
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3.6. COMBINACIONS ANTIBIOTIQUES en la MENINGITIS PNEUMOCOCICA

De les combinacions més rellevants que actualment s’accepten dins de les directrius del

o \ 1
tractament de la meningitis pneumococica®®®

, ressaltarem I’experiéncia d’aquelles
combinacions estudiades en aquesta tesi, quedant excloses les que incorporen cefotaxima

a dosis elevades.

CEFTRIAXONA + VANCOMICINA

Una major activitat observada en corbes de letalitat (mesurada majoritariament com efecte
e . . . 143,160 - .. .11121
additiu 1 en alguns casos com sinergia) i en el model de meningitis en conill
respecte ambdods antibiotics en solitari, ha propiciat la seva recomanacié com a tractament
empiric en arees geografiques on existeix una elevada prevalenca de pneumococ resistent.
. 7 . B
Encara que s’ha comprovat la seva eficacia en el LCR de nens®’, s’ha associat a fracas
terapeutic en almenys un cas de meningitis pediatrica (CMIs a penicil-lina i C3G: 21 0,5
. 1
ug/ml, respectivament)”.
Davant d’una administracié conjunta amb dexametasona, aquesta combinacié es considera
segura en nens pero no en adults per 1’efecte reductor que dexametasona exerceix sobre la

penetracié de vancomicina en LCR. En adults es recomana la combinaci6 de ceftriaxona

amb rifampicina.

CEFTRIAXONA + RIFAMPICINA

L’efecte indiferent observat en les corbes de letalitat no es correspon als resultats del
model animal en el qué¢ la combinacié de ceftriaxona 1 rifampicina va ser bactericida
envers soques amb diferent sensibilitat a C3G (CMI = 1-4 ug/ml)loo’lzo’ml. Aquesta bona

activitat es mantenia si s’afegia dexametasonal®®1?°

, considerant-se una opcid terapéutica
en adults en els qué la combinacié C3G amb vancomicina es pot veure compromesa per
uns nivells insuficients de vancomicina. La manca d’estudis clinics que valorin la seva

eficacia i el risc de fracas en limita I’aplicacio.

VANCOMICINA + RIFAMPICINA

Malgrat la discordanca entre 1’activitat indiferent observada en corbes de letalitat i

1121,144

I’eficacia mostrada en el model anima , alguns autors han tractat amb €xit meningitis

pediatriques en els qué la monoterapia amb cefalosporines havia fracassat™*%®,

L’experiéncia en adults es limita a uns pocs casos clinics en el nostre hospitallez. La
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combinacio es va mostrar efectiva en nou casos de meningitis produida per soques
sensibles a vancomicina i rifampicina, 1 amb diferent sensibilitat a B-lactamics. La difusio
de vancomicina a través de la BHE no es va veure modificada per 1’administracié de

dexametasona.

Les combinacions que inclouen rifampicina podrien deixar de ser segures si es
desenvolupés resisténcia durant el tractament*®®. En els pocs treballs recollits en la
literatura, no es descriu desenvolupament de resisténcia a rifampicina quan es combina
amb ceftriaxona i/o vancomicina en la meningitis experimental causada per soques amb

una CMI de fins a 4 pg/m]'00120-161.162

Les directrius sobre el tractament de la meningitis pneumocdcica recomanen 1’addicié de
rifampicina tnicament en casos en els que s’observa un retard en ’esterilitzacié del LCR 1
sempre després d’haver comprovat que la soca sigui sensible®’. Per a una valoracié més
fiable d’aquest suposit son necessaris estudis experimentals i clinics que englobin casos de

meningitis pneumococica tractats amb aquestes combinacions.
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HIPOTESIS DE TREBALL

Una de les dues soques incloses en aquesta tesi presenta un elevat grau de resisténcia a C3G
(CMI = 16/32 pg/ml). El primer aspecte desconegut d’aquest pneumococ €s si conserva la
patogenicitat de les soques sensibles del mateix serotip. Els aillaments amb serotip 23F
constitueixen un percentatge important del pneumococ procedent de mostres invasives.
L s del model de meningitis experimental ens permetra valorar positiva o negativament el
binomi adquisicidé de resisténcia = pérdua de patogenicitat/viruléncia. Per aquest motiu
s’utilitzaran dues soques resistents del mateix serotip perd amb diferent patré de sensibilitat
als B-lactamics. El segon aspecte important és valorar les opcions terapeutiques que ens
recomanen els experts i estudiar alguna combinacié nova que pugui ser util davant de
I’aparici6 de futurs casos de meningitis deguts tant a pneumococs posseidors d’aquests
nivells de resisténcia com a altres pneumococs amb un patrd de resisténcia més habitual.

Les hipotesis que s’estableixen en aquesta tesi son:

i. L’adquisicid de resisténcia no reduira la viruléncia de les soques.

ii. Les dues soques d’estudi podrien presentar diferéncies en el comportament in vivo, tant
en la capacitat per a induir meningitis com en [’activitat inflamatoria que puguin
generar en el LCR.

iii. Les combinacions antibiotiques millorarien 1’activitat de les monoterapies envers els
dos aillaments.

iv. Les combinacions antibiotiques entre dos antibiotics no B-lactamics podrien ser
eficaces, esdevenint alternatives en el tractament de la meningitis en pacients al-lérgics
a aquesta familia d’antimicrobians.

v. La fosfomicina podria ser un bon candidat en el tractament combinat en pacients amb
al-lergia i/o en el suposit de fracas amb les combinacions estandard ja que seria actiu

davant de les dues soques 1 presentaria una elevada penetraci6 a través de la BHE.

Per a donar resposta a tots aquests interrogants, ens basarem en estudis in vitro i en 1’as de
models animals. Els estudis in vitro valoren I’activitat antibacteriana d’un o més
antibiodtics sense tenir en compte I’entorn fisiologic i/o immunoldgic que proporciona el
model animal. El model de meningitis experimental ens permetra una valoracié més fiable
de D’eficacia dels tractaments estandards enfront aquestes soques i comparar-los amb la
fosfomicina en combinacid com a alternativa terapeutica, aixi com [’estudi de la resposta

inflamatoria induida en cada tractament.
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OBJECTIUS

1. Determinar la capacitat de generar meningitis 1 ’activitat inflamatoria associada
d’una soca de S. pneumoniae amb un elevat grau de resisténcia a cefalosporines de

tercera generacio en el model experimental en conill.

2. Establir i ajustar els parametres farmacocinetics i farmacodinamics en LCR dels

antibiotics que s’utilitzaran posteriorment en els estudis d’eficacia.

3. Avaluar Peficacia terapeutica 1 la resposta inflamatoria dels tractaments empirics
recomanats en la meningitis davant d’una soca de S. pneumoniae amb un grau més
elevat de resisténcia a cefalosporines de tercera generacid, mitjancant estudis in vitro

i en el model experimental.

4. Estudiar I’eficacia in vitro i in vivo i la influéncia en els parametres inflamatoris de la
fosfomicina combinada com una alternativa terapéutica en el tractament de la
meningitis pneumococica experimental produida per dues soques amb diferent nivell

de resisteéncia a penicil-lina i a cefalosporines de tercera generacio.
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Aquest treball s’ha dut a terme en el Laboratori d’Infeccid6 Experimental del Departament
de Ciencies Cliniques de la Facultat de Medicina. Aquest laboratori depén del Grup de

Recerca Consolidat en Patologia Infecciosa i Sensibilitat Antibiotica de la UB.

1. CARACTERITZACIO DE LES SOQUES

Les dues soques es van aillar a partir de mostres de LCR 1 pertanyen al serotip 23F.
Primerament es va escollir la soca amb un grau elevat de resisténcia a C3G pel seu patrd
atipic de sensibilitat a B-lactamics. La segona soca es va seleccionar d’acord amb un patrd
de resisténcia habitual en el nostre medi i perque ja s’havia utilitzat en altres estudis del

nostre grup.

1.1. HISTORIA CLINICA

= S. pneumoniae HUB 2349: procedent del LCR d’una pacient ¢ de 62 anys d’edat amb
meningitis de I’Hospital Universitari de Bellvitge (HUB), Barcelona®. Se li va
administrar ceftriaxona 4 g/d, ajustada a una dosi de 65 mg/kg. A les 48 h de
tractament, la pacient va manifestar un empitjorament amb reaparicid de febre, baix
nivell de consciéncia i altres signes associats a meningitis. Als 3 dies, el cultiu gram
positiu per diplococs va confirmar el fracas terapéutic de ceftriaxona. El tractament es
va canviar a cefotaxima a dosis de 150 mg/kg/d i es va mantenir durant 10 dies en els

que la pacient va millorar progressivament i es va curar sense seqlieles.

= S. pneumoniae ATCC 51916 (soca CS111)*®*: aillament del LCR d’una pacient Q de
13 mesos d’edat del LeBonheur Children’s Medical Center, Tennessee, Estats
Units™®. La pacient va ingressar amb letargia i rigidesa nucal. L’analisi bioquimic del
LCR va mostrar nivells de leucocits (400 cel-lules/ul), glucosa (2 mg/dl) i proteines
(172 mg/dl). Els cultius de sang i LCR van ser positius per S. pneumoniae.
Se li va administrar cefotaxima (200 mg/kg/d) 1 dexametasona (0,56 mg/kg/d) durant
4 dies. En el cinque dia es va afegir vancomicina (40 mg/kg/d) iv. El cultiu de LCR
no va ser esteéril fins al set¢ dia (cefotaxima durant 7 dies més vancomicina durant 2
dies). A partir d’aqui no es va observar millora en 1’estat neurologic pel qué en I’onze
dia es va retirar cefotaxima 1 es va afegir cloramfenicol. Després de 18 dies de
tractament antibiotic 1 34 dies d’ingrés, la pacient va patir greus seqiieles
neurologiques irreversibles que la van obligar a ser ingressada en un centre

especialitzat.
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1.2. SENSIBILITAT ANTIBIOTICA

La CMI i1 la CMB es van determinar pel metode de macrodilucido seguint les
recomanacions del CLSI'®. En tots els estudis in vitro amb fosfomicina es va afegir una

concentracio final de 25 mg/l de G6P.

CMI/CMB (ug/ml)

PEN CRO FOS RIF

HUB 2349 4/4 2/4 16/64 | 0,06/0,12 | 0,03/0,25 | 0,25/0,5

ATCC 51916 | 0,12/0,25 | 32/32 | 4/32 | 0,06/0,12 | 0,03/0,03 | 0,25/0,25

La soca HUB 2349 presenta una relacié molt comu dins dels pneumococs resistents a 3-
lactamics en els qué la CMI a penicil-lina és superior a la CMI a C3G®. A més, és resistent

a tetraciclines, cloramfenicol 1 cotrimoxazol.

La soca ATCC 51916 mostra resisténcia intermeédia a penicil-lina i una elevada resisténcia
a C3G. Aquest patro és atipic dins dels aillaments de S. pneumoniae i des del punt de vista
genétic, és probablement el més distant del pneumococ ancestral®. A més, és resistent a

eritromicina i cotrimoxazol.

1.3. TIPIFICACIO MOLECULAR

La resisténcia a B-lactamics de la soca S. pneumoniae HUB 2349 ¢és deguda a alteracions
en les PBPs la i 2x. En experiments de transformaci6é genctica s’ha comprovat que les
alteracions en la PBP 2x son responsables d’un canvi en la CMI a C3G (un augment de
0,03 a 0,5 pg/ml) i que les modificacions en la PBP la proporcionen ’adquisicio de

resisténcia (CMI = 1,5 pg/ml)*®°.

La soca S. pneumoniae ATCC 51916 es caracteritza per alteracions en la PBP laien la
PBP 2x. Una tnica mutacié (Thr-550—Ala) en la PBP 2x li confereix un elevat grau de

resisténcia a C3G 1 seria alhora responsable de la pérdua de resisténcia a penicil-lina42.
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La tipificacio molecular per PEGE'®* després de la restriccié enzimatica amb Smal de la
soca HUB 2349 va mostrar un patré de bandes compatible amb el del clon internacional

Spain®**

-1, tot 1 les petites diferéncies en el nombre 1 intensitat de les bandes. Aquest
resultat va ser confirmat per la técnica del MLST* en el qué la soca HUB 2349 va
presentar una combinacid al.lelica que va donar lloc a un ST81 que coincideix amb el de
la soca ATCC del clon internacional Spain**-1. La soca ATCC 51916, soca control del
clon internacional Tennessee™' -4, va mostrar un perfil de PFGE i un ST diferents als de la

soca HUB2349 tal i com s’indica en la figura i en la taula adjuntes.

MKb) 1 2 3

Patrons de PFGE (Smal) de:
M: Marcador de pesos moleculars.

Linia 1: ATCC 51916, clon Tennessee>"-4.

Linia 2: ATCC 700669, clon Spain®'-1. 145,5
Linia 3;: HUB 2349 97
48,5
Housekeeping genes
Soca ST Clon
aroE | gdh | gki | recP | spi | xpt | dd/

HUB 2349 4 4 2 4 4 1 1 81 Spain®*F-1
ATCC 519167 | 1 8 6 2 6 | 4 | 6 | 37 | Tennessee® -4

Perfil al-1¢lic dels set gens metabolics, seqiiéncia tipus i clon al qué pertany cada soca d’estudi.
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2. ESTUDIS /n vitro

2.1. CORBES DE LETALITAT

La CMI ¢és un eina estandarditzada que ens aporta dades quantitatives sobre 1’activitat
antibiotica. Pero la CMI no deixa de ser un parametre estatic que no reflexa les condicions
reals que es trobara 1’antibiotic en 1’0rgan diana. Les corbes de letalitat donen informacié
sobre la dinamica de I’activitat antimicrobiana i poden evidenciar un recreixement bacteria
i/0 el desenvolupament de resisténcia indicadors de fracas terapeutic. En el nostre cas, per
a que les condicions s’assemblessin el maxim al model animal, es van seleccionar

concentracions d’antibiotic assolibles en el LCR d’humans.

Es van preparar aliquotes de ceftriaxona, fosfomicina, rifampicina, teicoplanina i
vancomicina que es van congelar i guardar a -70°C perqué cada corba es va realitzar per
triplicat. En el dia de treball cada antibiotic es va diluir a diferents concentracions (xCMI)
que posteriorment es van validar amb una determinacié de la CMI per microdiluci6 amb
Enterococcus faecalis ATCC 29212 6 Staphylococcus aureus ATCC 29213 com a soques
control. Es van utilitzar tubs de vidre amb 10 ml de CAMHB-5%SB en els que es va
afegir I’antibiotic (0,1 ml d’un en solitari 6 0,2 ml d’una combinaci6) i 0,1 ml d’un inocul
final d’entre 5 x 10° i 1 x 10° ufc/ml. Per a tenir un control del creixement, es va preparar
en paral-lel un tub control al qué només es va afegir I’inocul. Els tubs es van incubar en
una estufa en agitacié a 37°C. A les 0, 6 1 24 h es van prendre mostres, es van cultivar
directes de 0,1 ml i es van fer dilucions en SF que es van sembrar en plaques de TSA-

5%SB que s’incubaren fins I’endema.

Es va definir com a efecte bactericida una reduccié de > 3 log ufc/ml respecte 1’inocul
inicial. Una combinaci6 sineérgica va ser la que va aconseguir una disminucié de > 2 log
ufc/ml respecte ’antibiotic en solitari més eficag sempre i quan almenys un dels
antibiotics s’estudiés a una concentracio subinhibitoria. L efecte additiu i1 indiferent d’una
combinacio6 es va definir, respectivament, com la reducci6 d’entre 1-2 i de + 1 log ufc/ml

comparat amb I’antibiotic sol més actiu.

2.2. ADQUISICIO de RESISTENCIA ANTIBIOTICA

En els tubs amb antibiotic que a les 24 h van presentar una concentracid bacteriana

superior a la de les 6 h, es va estudiar un possible canvi en la CMI amb I’ajuda de I’E-test.
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3. MODEL ANIMAL DE MENINGITIS PNEUMOCOCICA

El model experimental es basa en el descrit per Dacey i Sande'™ i incorpora algunes
modificacions.

Tots els protocols experimentals (Annex) han estat aprovats pel Comité Etic
d’Experimentacié Animal de la Universitat de Barcelona i s’han dut a terme en

I’estabulari del campus de Bellvitge.

3.1. ANIMALS

Es van utilitzar conills blancs de Nova Zelanda ¢ (per requerir una dosi menor
d’anestésia), d’entre 1,8 12,2 kg de pes.

Els animals van arribar a I’estabulari una setmana abans de ser utilitzats per permetre la
seva adequada aclimataci6 i per a controlar que no desenvolupessin cap patologia. Van

disposar d’aigua i pinso ad libitum.

3.2. ANESTESICS | ANALGESICS

Ketamina: anestésic molt potent (durada: 20-30’) amb acci6 analgésica moderada.

Xilacina: relaxant muscular que proporciona una analgésia adequada i que es combina

amb ketamina per a disminuir-ne els efectes adversos.
Meloxicam: redueix la inflamaci6 i el dolor postoperatori després de la cirurgia.

Tiopental sodic: per la seva curta durada (5-10°) s’utilitza per inducci6 anestésica.

Ureta: produeix una anestésia de llarga durada (fins a 24 h); en ser carcinogen només

s’empra en experiments on I’animal no es recupera.

3.3. MODEL EXPERIMENTAL

ler Dia: CAPPING: I’animal es va anestesiar amb una mescla de ketamina (35 mg/kg) i
xilacina (5 mg/kg) via im. Addicionalment se li va administrar 0,3 ml de meloxicam via
sc. Amb la cara externa de les orelles i la calota cranial rasurades i1 desinfectades, se’l va
sotmetre a una petita intervencid quirdrgica per a permetre la seva subjeccio en 1’aparell
d’estereotaxia. Es va realitzar una incisi6 sobre I’eix longitudinal del crani a 1’al¢ada de
I’encreuament de les sutures sagital i coronal, es va separar el periosti i es van fer quatre

forats equidistants sobre la calota cranial evitant travessar el diploe.
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Tal i com s’il-lustra, es van inserir quatre cargols
que fixaren una peca metal-lica que, finalment, es

va recobrir amb un “casc” de ciment acrilic.

2on Dia: PREPARACIO del INOCUL i INOCULACIO INTRACISTERNAL:

A partir d’una aliquota congelada es va fer una sembra en placa que va créixer durant tota
la nit. D’aquest cultiu s’agafaren unes quantes colonies amb una nansa esteril 1 es van
resuspendre en un parell de tubs de vidre amb 10 ml de Brain Heart Infusion. Els tubs es
van incubar en una estufa a 37°C durant 3-4 h. Passat aquest temps, s’ompliren dos tubs de
vidre amb SF i cultiu bacteria a meitats iguals i es centrifugaren a 3000 g durant 10°. Es va
descartar el sobrenadant i al precipitat es va afegir SF fins obtenir una DO de 0,5 McF
(=10® ufc/ml). Es van fer dilucions fins a una concentracié bacteriana final de ~ 10°
ufc/ml, a partir de la qual es va realitzar un recompte com a control de I’'indocul amb
dilucions seriades (1:10) i sembra de les dilucions: -3 (10* ufc/ml), -4 (10 ufc/ml), i-5
(10" ufc/ml) en plaques de TSA-5% SB que es van incubar 24 h fins la seva lectura.

Els animals es van anestesiar amb idéntica pauta que el primer dia. El conill es va
col-locar en Dl’aparell d’estereotaxia. Es va desinfectar la zona del coll, es va palpar
manualment la zona d’inter¢s i es va introduir una agulla de punci6 lumbar de 25G en la
cisterna magna. Es va extreure un volum de 250 ul de LCR (mostra PRE: per a comprovar
I’esterilitat del LCR) i es va inocular el mateix volum de la soluci6 bacteriana amb ~10°
ufc/ml.

El temps necessari per a obtenir uns recomptes bacterians inicials adequats per als
posteriors estudis d’eficacia (= 10%-10° ufc/ml) va variar en funcié de la soca estudiada.
Per a la soca HUB 2349 va ser suficient un temps de 18-20 h postinoculacio. No va ser el

cas de la soca ATCC 51916 en la que va ser necessari esperar unes 40 h.
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Imatges per a representar la col-locacio del conill en I’aparell d’estereotaxia i la

puncid intracisternal per inoculacio i extraccié de mostres de LCR.

3er Dia: Els conills es van anestesiar amb ureta al 20% (1,75 g/kg) via sc. Al cap d’una
hora, moment en que 1’anestésia va ser efectiva, es col-loca un catéter iv. pediatric (22G)
en la vena marginal de ’orella com a via d’administraci6 antibiotica/SF i per si s’hagués

de suplir I’anestesia amb tiopental sodic (5 mg/kg).
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A partir d’aqui els experiments es van dividir en tres linies de treball:

a) Estudi del comportament de les soques d’estudi en absencia de tractament
Es va extreure una mostra de 0,1 ml de sang de I’artéria de 1’orella per a determinar
bacteriémia secundaria.
Es va extreure una mostra de 0,2 ml de LCR corresponent a I’hora 0. Immediatament,
es va administrar 1 ml de SF via iv. per a igualar les condicions d’administracié que
tindrien els animals destinats a la resta d’experiments.
Es van realitzar extraccions seriades de 0,2 ml de LCR a les hores: 2, 6, 24 1 26.

A T’hora 24 es va determinar la mortalitat.

b) Estudis de farmacocinética antibiotica
Els experiments de farmacocingtica es van practicar en conills inoculats amb la soca S.
pneumoniae HUB 2349. No es van repetir amb 1’altra soca perqué en tractar-se del
mateix microorganisme les diferéncies esperades respecte a la penetracidé antibidtica
serien minimes i en cap cas quedaria justificada la utilitzacié de més animals.
Les dosis seleccionades van atendre a un Unic criteri: [’obtencid d’uns nivells

d’antibiotic en LCR similars als que s’observen en humans.

Es va extreure una mostra de LCR (hora 0) i immediatament es va administrar 1 ml
d’un dels antimicrobians via iv. Els punts horaris d’extraccio de sang (0,5 ml/punt) i

LCR (0,1 ml/punt) es detallen a continuacio:

Extraccions de sang (h)  Extraccions de LCR (h)

Ceftriaxona 100 mg/kg 0°5,1,2,3,5,8124 1,2,3,5,8124
Fosfomicina 300 mg/kg 0°’5,1,2,3,5,8124 1,2,3,5,8124
Rifampicina 15 mg/kg 0°’5,1,2,3,5,8124 1,2,3,5,8124
Teicoplanina 15 mg/kg 1,2,5,8,10,12124 1,2,5,8,10,12124
Vancomicina 15 mg/kg 0°5,1,2,4,6,12124 1,2,4,6112

c) Estudis d’eficacia antibiotica

Es va extreure una mostra de 0,1 ml de sang per a valorar la bacteriémia secundaria.
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Es va extreure una mostra de 0,2 ml de LCR a I’hora 0. Es va administrar 1’antibiotic
sol o combinat via iv.
Es van realitzar extraccions seriades de 0,2 ml de LCR a les hores: 2, 6, 24 1 26.

A I’hora 24, es va determinar la mortalitat.

Les pautes antibiotiques estudiades van ser:

= ceftriaxona 100 mg/kg/d Y\
= fosfomicina 300 mg/kg/6h

= teicoplanina 15 mg/kg/d

= vancomicina 15 mg/kg/12 h
= ceftriaxona + vancomicina > en ambdues soques
= fosfomicina + ceftriaxona

» fosfomicina + vancomicina

= fosfomicina + teicoplanina _

\
= amoxicil-lina 300 mg/kg/6h

= rifampicina 15 mg/kg/d

« cefiriaxona + rifampicina només en la soca S. pneumoniae ATCC 51916

* vancomicina + rifampicina
-/

Definicions:

Efecte Bactericida: quan es va aconseguir una reduccio de > 3 log ufc/ml respecte el
recompte d’hora 0.

Efecte Bacteriostatic: quan la reduccio va ser de + 1 log ufc/ml respecte 1’hora 0.
Fracas terapéutic: quan es va donar un increment d’almenys 1 log ufc/ml en la
concentracio bacteriana en un punt horari respecte I’anterior.

Recreixement bacteria: quan I’augment va ser de < 1 log ufc/ml vers I’hora anterior.
Desenvolupament de resisténcia antibiotica: quan I’increment en la concentracid

bacteriana va ser degut a un canvi en la CMI comprovat amb la técnica de I’E-test

4art Dia: al final de cada experiment els animals que sobrevisqueren van ser sacrificats

amb una sobredosi de tiopental sodic (1-2 ml) via iv.

En els estudis de comportament i eficacia es va extreure el cervell per a determinar la

preséncia d’edema cerebral com a parametre inflamatori.
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3.4. PROCESSAMENT DE MOSTRES d’ESTUDIS de FARMACOCINETICA

Les mostres de sang es van deixar reposar 15’ 1 a continuacio es centrifugaren 10’ a 10000
g. Les mostres de LCR es van centrifugar durant 5’ a 10000 g. Totes les mostres es van
guardar en el congelador a — 70°C fins a la posterior determinacio de nivells d’antibiotic i

calcul de parametres PK/PD.

3.4.1. Determinacid de nivells de Teicoplanina i Vancomicina

Es va utilitzar la técnica d’immunoassaig de polaritzacié fluorescent. El principi d’aquesta
metodologia és la unido competent entre un antigen marcat amb fluorescéncia (reactiu) i un
lloc especific de la moleécula d’antibidtic (mostra). Aquesta unidé provoca una emissio de

llum polaritzada que es llegeix i es quantifica en el TDX analyzer.

La prévia calibracié de I’aparell i la inclusi6 de tres mostres control durant cada

determinacid van permetre validar els resultats obtinguts.

3.4.2. Determinacid de nivells de Ceftriaxona, Fosfomicina i Rifampicina

Es va utilitzar la técnica de difusié en agar, bioassaig o metode microbiologic que es
fonamenta en I’efecte que una determinada concentracié d’antibidtic té sobre una soca

ATCC de sensibilitat coneguda (soca test)168.

Es va preparar un medi de cultiu liquid estéril, especific per aquest tipus de procediment
(medi antibiotic No.l per a ceftriaxona i rifampicina i medi antibiotic No.2 per a
fosfomicina, de la casa comercial Difco). Es plaquejaren 17 ml d’aquest medi + 0,5 ml
d’una solucié amb la soca test en creixement exponencial (a una terbolesa determinada).
Per a cada antibiotic es va realitzar un banc de dilucions (1:2) amb concentracions

conegudes (des de 512 pg/ml fins a 0,12 pg/ml).

Antibiotic Soca test Terbolesa inocul ~ Limit deteccio
Ceftriaxona Micrococcus luteus ATCC 9341 0,36 — 0,38 McF 0,25 ug/ml
Fosfomicina Proteus vulgaris ATCC 21100 0,35 —0,46 McF 1 pg/ml

Staphylococcus epidermidis

Rifampicina ATCC 27626

0,38 — 0,45 McF 0,12 pg/ml
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En les plaques assecades, es van dispensar disquets blancs que posteriorment
s’impregnaren amb mostres patré o amb mostres problema. Per a evitar la variabilitat dins
de I’experiment, es va estudiar la recta patrd per triplicat i les mostres per duplicat el

mateix dia.

Després d’un periode d’incubaci6 especific de cada antibiotic a 37°C, es van mesurar els
halos d’inhibicid que cada concentracid va exercir sobre el creixement bacteria (veure
imatge) i es va construir una recta de regressio (recta patrd) a partir de la qual es van

calcular els nivells en les mostres de LCR 1 sérum.

3.4.3. Calcul dels parametres farmacodinamics

Amb 1’ajuda d’un programa informatic (PK functions for Microsoft Excel; J. I. Usansky,
A. Desai, D. Tang-Liu, Department of Pharmacokinetics and Drug Metabolism, Allergan,
Irvine, CA 92606, USA) es van determinar els segilients parametres:

- PK: vida mitjana (T;.), constant d’eliminacio.

- PD: AUCp4, t >CMI, Cpox/CMI, AUC/CMI 1 la penetracié antibiotica com a
(AUCrLcr24n/AUCgrum24n)-
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3.5. PROCESSAMENT DE MOSTRES d’ESTUDIS CONTROL i d’EFICACIA

Cervell — edema Sang — Bacteriemia secundaria

T LCR — Recomptes bacterians
— Leucocits

lactat
+ Centrifugar | proteines
nivells d'antibidtic

3.5.1. Bacteriémia secundaria

El volum de sang extret de cada animal es va afegir a un tub amb 5 ml de TSB retolat amb
el namero del conill. Aquests tubs s’incubaren a 37°C i a les 24 h es van sembrar 0,1 ml en
plaques de TSA-5%SB. Aquestes plaques s’incubaren fins I’endema, moment en que es va

determinar si hi havia o no creixement de pneumococ.

3.5.2. Recomptes bacterians

De totes les mostres de LCR es van cultivar directes de 10 pl en placa de TSA-5%SB.
De les mostres obtingudes a les 0, 2, 6, 24 1 26 h es van realitzar dilucions seriades (1:10)

en SF i es van sembrar 0,1 ml en plaques de TSA-5%SB.

3.5.3. Leucocits

Es van mesclar 10 pl de LCR amb 10 ul de solucio tiirk (acid acetic al 10%) per a lisar els
eritrocits de la mostra. Es van agafar 10 ul 1 es van col-locar sota un cobreobjecte en una
camera de Neubauer que €s una placa quadriculada adaptada al microscopi de camp clar i

que permet el recompte de cel-lules (leucocits/pl).

Una vegada realitzats els recomptes bacterians i de leucocits, les mostres de LCR es van
centrifugar durant 5> a 10000 g i es van guardar en el congelador a — 70°C fins a la

posterior determinacio6 de lactat i proteines.
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3.5.4. Lactat

La concentracié de lactat en LCR es va mesurar pel metode enzimatic Lactate PAP
(bioMérieux SA, 69280 Marcy 1'Etoile, Franga)™®® en el que la mostra problema es posa en
contacte amb un reactiu enzimatic que acaba convertint el lactat en un cromogen
(quinoneimina) que té un maxim d’absorbancia a 505 nm. La lectura de I’absorbancia es
va fer en un espectrofotometre (DO: 505 nm), primer la d’un patré estandard de
concentracio coneguda (3 mmol/l) i a continuaci6 la de les mostres de LCR. Per a calcular
els nivells de lactat es va aplicar la formula:

(DO mostra / DOesténdard) X 3 = ... mmol/l

3.5.5. Proteines

Els nivells de proteines en LCR es va calcular pel métode de Bradford (Bio-Rad Protein

Assay, BioRad Laboratories, Miinchen, Alemania)170

en el que un reactiu (blau brillant de
Coomasie) s’uneix a la proteina i pateix un canvi diferencial de color amb un maxim
d’absorbancia a 595 nm. Amb I’ajuda d’un espectrofotometre, primer es va llegir
I’absorbancia d’un patré format per quatre dilucions d’un estandard (albimina bovina) a
diferents concentracions conegudes que ens va donar una recta de regressi6. Els valors
d’absorbancia obtinguts de les mostres de LCR (diluides 1:5 en aigua destil-lada) sén

valors relatius que es van transformar en definitius aplicant la férmula:

(DO mostra) x5= ... g/l

3.5.6. Edema cerebral

El cervell es va extreure obrint la calota cranial; es va pesar (pes fresc: PF), embolicar dins
d’un tros de paper d’alumini (préviament pesat) i mantenir durant una setmana en una
estufa de dessecacid a 100°C. Passat aquest temps, es va tornar a pesar (pes sec: PS).

El quocient (PF et — PSper) / PSpet és I’edema cerebral que s’expressa com a g d’aigua per
100 g de teixit sec. Dins del model de meningitis experimental en conill, un valor > 400

: . . 99
evidencia la preséncia d’edema cerebral™.

3.5.7. Nivells antibiotic en LCR

El protocol és el mateix que el recollit en els apartats 3.4.1. i 3.4.2. Els nivells
d’amoxicil-lina es van mesurar per bioassaig utilitzant com a soca test M. luteus ATCC

9341 a una terbolesa d’entre 0,28 1 0,33 McF, amb un limit de detecci6 de 0,12 pg/ml.
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3.6. ANALISI ESTADISTICA

Un dels pilars d’un bon disseny experimental és 1’analisi estadistica. Per a poder dur a
terme aquesta analisi cal partir d’un tamany mostral (n) adequat. El programa informatic
PC-SIZE ens va permetre calcular la grandaria de la mostra necessaria per a posar de
manifest 1’eficacia d’un tractament: estimant com a valors minims necessaris una
diferéncia de 1 log ufc/ml i una desviaci6 estandard de 0.8 log ufc/ml entre el grup control
1 el grup tractament; i establint com a variables addicionals I’error a (0,05) i la poténcia

(1-B = 0,8). Al final es va obtenir un nombre minim (n) = 8 conills/grup.

Aixi doncs, els experiments es va realitzar en grups de 4-6 conills i es van anar repetint

cada setmana fins aconseguir aquesta minima quantitat.

Una vegada es va disposar dels resultats, es van establir dos tipus de comparacions:
= Entre dues poblacions independents corresponents a les dues soques d’estudi.

= Entre els diferents grups terapeutics incloent el grup control.
El processament de les dades es va dur a terme amb el paquet estadistic SPSS 11.0.

Per a comprovar que les variables seguien una distribucié normal es va aplicar el test de

Kolmogorov-Smirnov.

Per a la comparacio de variables que seguien una distribucié normal es va utilitzar el test de
la t de Student (comparacié de dues variables) i I’analisi de variancia ANOVA (més de dues

variables). Un valor de p < 0,05 es va considerar estadisticament significatiu.

Per a la comparacié de variables que no seguien una distribucié normal es va utilitzar el test
de Mann Whitney (comparaci6 de dues variables) i el test de Kruskal-Wallis (més de dues

variables). Un valor de p < 0,05 es va considerar estadisticament significatiu.
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Resultats

OBJECTIU 1: “Determinar la capacitat de generar meningitis i [’activitat
inflamatoria associada d’una soca de S. pneumoniae amb un elevat grau de

resisténcia a cefalosporines de tercera generacio en el model experimental en conill”.
1.1. Valoraci6 de la capacitat de generar meningitis de la soca ATCC 51916 en el conill i
establiment de la corba de creixement en animals control (sense tractament).

1.2. Mesura dels parametres inflamatoris en el LCR de conills inoculats amb la soca

ATCC 51916.

1.3. Comparacié de la cinética de creixement i la inflamaci6 produida per dues soques
del mateix serotip amb diferents patrons de resisténcia a P-lactamics. Binomi

Viruléncia - Resisténcia.
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Atesa la baixa prevalenca de soques de pneumococ amb una CMI a C3G > 4 ug/ml no es
disposa d’estudis clinics ni experimentals que avaluin la seva patogenicitat. Els dos
objectius principals d’aquest treball van ser I’estandarditzacid de la cinética de creixement
de la soca ATCC 51916 per als posteriors estudis d’eficacia 1 la valoraci6 de si els mateixos
canvis que proporcionen 1’adquisicié d’un elevat grau de resisténcia a C3G 1 una simultania

perdua de resisténcia a penicil-lina en poden haver modificat la patogenicitat.

A les 18 h postinoculacid, la soca ATCC 51916 va ser capa¢ d’induir meningitis assolint
una mitjana en la concentraci6 inicial de 3x10° ufc/ml que amb les hores va incrementar fins
a 10° ufc/ml. En la comparaci6 entre les dues soques, es va observar que la viruléncia en les
primeres hores de la infeccid (preséncia de bacterieémia secundaria i parametres inflamatoris)
va ser superior per la soca HUB 2349. No obstant, al final de I’experiment la soca ATCC
51916 es va mostrar més virulenta causant una major mortalitat i una resposta inflamatoria
greu a I’hora 24 (amb uns parametres inflamatoris més elevats i un major nombre d’animals

amb edema cerebral).

Les dues soques van demostrar ser patogenes en el model animal. L’adquisici6 de
resisténcia no va suposar una peérdua de viruléncia. Les diferéncies en els parametres
inflamatoris serien independents del serotip i podrien ser causades per les variacions en les

PBPs especifiques de cada soca o per una major quantitat de LTA/TA alliberats.
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Meningitis experimental producida por una cepa
de Streptococcus pneumoniae serotipo 23F
con elevada resistencia a cefalosporinas

Sandra Ribes? Alejandro Doménech?, Carmen Cabellos?, Fe Tubau®, Josefina Lifiares¢, Pedro F. Viladrich® y Francesc Gudiol®
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Hospitalet de Llobregat. Barcelona. Espafia.

INTRODUCCION. El aumento de cepas de Streptococcus
pneumoniae con elevada resistencia a cefalosporinas
supondria un problema en el tratamiento de las infecciones
graves como la meningitis. Existen interrogantes sobre las
caracteristicas de estas cepas, como su capacidad para
producir infecciones o la respuesta inflamatoria que
generan en el liquido cefalorraquideo.

MEeTopos. Utilizando el modelo de meningitis neumocdcica
en conejo, se estudi6 la patogenicidad y las posibles
diferencias en determinados pardmetros inflamatorios de
dos cepas de S. pneumoniae del serotipo 23F con distinta
sensibilidad a betalactamicos. Las concentraciones
inhibitorias minimas fueron: cepa A (penicilina, 4 pg/mi;
ceftriaxona/cefotaxima, 2 pg/ml); y cepa B (penicilina,
0,12 pg/ml; ceftriaxona/cefotaxima, 32 pg/ml).
RESULTADOS. La cepa A mostré una mayor presencia

de bacteriemia secundaria y parametros inflamatorios
superiores en las primeras etapas de la infeccion. La cepa B
produjo edema cerebral, y mayor mortalidad y actividad
inflamatoria a la hora 24.

ConcLusioNEs. Ambas cepas generaron meningitis en el
modelo animal. Las diferencias en la respuesta
inflamatoria producida por las dos cepas podrian estar
relacionadas con las variaciones que determinan el grado
de resistencia a betalactamicos.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae. Resistencia
antibidtica. Meningitis neumocdcica experimental.

Experimental meningitis due to a high-level
cephalosporin-resistant strain of Streptococcus pneumoniae
serotype 23F

INTRODUCTION. The increasing prevalence of high-level
cephalosporin-resistant strains of Streptococcus
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pneumoniae could complicate the treatment of severe
infections such as meningitis. There are still questions as
to the characteristics of these strains, their ability to
produce severe infection, and the inflammatory response
they induce in CSF.

MEeTHODS. Using a rabbit model of meningitis, we sought
to determine the pathogenicity and differences in
inflammatory parameters in two serotype 23F

S. pneumoniae strains with different susceptibility to
betalactams. Minimal inhibitory concentrations of the two
strains were as follows: strain A—PEN 4 pg/mL, CRO/CTX
2 pg/mL—and strain B—PEN 0.12 pg/mL, CRO/CTX

32 pg/mL.

ResuLTs. Strain A resulted in a greater incidence of
secondary bacteremia and higher inflammatory
parameters during the early phases of infection. Strain B
caused brain edema, a more severe inflammatory response
and significantly higher mortality at the end of the
experiment.

ConcLusions. Both strains induced meningitis in the animal
model. The differences in inflammatory response produced
by the two strains could be related to the variations that
determine the betalactam resistance level.

Key words: Streptococcus pneumoniae. Drug resistance.
Experimental pneumococcal meningitis.

Introduccion

Espaiia fue uno de los primeros paises que presenté una
alta prevalencia de Streptococcus pneumoniae resistentes
a penicilina y otros antibioticos®. En la década de 1990,
alrededor del 40% de los aislamientos de neumococo en
liquido cefalorraquideo (LCR) eran resistentes a
penicilina, mientras que la resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion se situaba entre el 3y el 20%2.

El aumento de la resistencia de S. pneumoniae a los
betalactamicos constituye un problema terapéutico,
especialmente en las enfermedades graves como la
meningitis®®. Se han documentado fracasos terapéuticos
en meningitis producidas por cepas resistentes a
cefalosporinas, sobre todo en aislamientos con una
concentracion inhibitoria minima (CIM) mayor o igual a
2 wg/ml. Hasta el momento la practica totalidad de casos
resistentes han sido producidos por cepas con CIM igual a
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1-2 pg/ml. Practicamente no existe experiencia clinica ni
estudios experimentales con cepas de mayor resistencia
debido a su baja prevalencia, pero podrian convertirse en
un problema clinico en el futuro.

Por otra parte, han surgido interrogantes sobre las
caracteristicas de estas cepas, como su capacidad para
producir infecciones graves o la actividad inflamatoria que
presentan®. Se ha sugerido que el serotipo influye en la
gravedad de la meningitis neumocdcica. La capacidad de
generar una respuesta inflamatoria leve, moderada o
grave, estaria relacionada con las caracteristicas propias
de cada serotipo para colonizar e invadir al organismo
huésped™®.

El serotipo 23F presenta resistencia a penicilina y
cefalosporinas con elevada frecuencia, e induce una gran
respuesta inflamatoria en el LCR en el modelo animal en
conejo®®.

Utilizando el modelo de meningitis experimental en
conejo, se ha intentado examinar la capacidad de inducir
meningitis y las posibles diferencias en la respuesta
inflamatoria en el LCR producidas por dos cepas de
S. pneumoniae pertenecientes al serotipo 23F con distinta
sensibilidad a betalactamicos. Se han estudiado los
recuentos bacterianos y de leucocitos, la concentracion de
acido lactico y proteinas en LCR, la bacteriemia
secundaria ala hora 0, y la mortalidad y el edema cerebral
al final del experimento.

Métodos

Cepas de estudio

Se utilizaron dos cepas de S. pneumoniae pertenecientes al
serotipo 23F, con distinta sensibilidad a betalactamicos. Tanto la
cepa A (SUB 2349) como la cepa B (ATCC 51916)*° fueron aisladas
del LCR de pacientes con meningitis. Las CIM de la cepa A fueron:
penicilina, 4 pg/ml; ceftriaxona/cefotaxima, 2 ng/ml; y de la cepa B:
penicilina, 0,12 pg/ml; ceftriaxona/cefotaxima, 32 pwg/ml.

Las suspensiones bacterianas se prepararon resuspendiendo en
caldo de soja-triptona (TSB) algunas colonias de cultivos frescos de
placas de agar soja-triptona (TSA) con 5% de sangre de cordero. Al
cabo de 3 h de incubacién, el inéculo se lavo por centrifugacion, se
resuspendi6 en suero fisioldgico y se ajusté al estandar 0,5 McFarland
(108 unidades formadoras de colonias [UFC]/ml). Se realizaron
diluciones seriadas (1:10) en suero fisiolégico y se subcultivaron 100 .l
de cada dilucién en placas de TSA para conocer el indculo exacto.

Pruebas de sensibilidad

La CIM se determiné mediante el método de microdilucién en caldo
utilizando un volumen de 100 pl, tal y como recomienda el National
Committee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS)*. Las CIM se
comprobaron mediante E-test (E-test; AB Biodisks). En el método de
dilucion se utilizé caldo de Mueller-Hinton enriquecido con un 3-5%
de sangre lisada de caballo y suplementada con cationes Ca*y Mg**
(MH SLC CaMg) y se realizaron diluciones seriadas de antibi6tico
desde una concentracién de 128 a 0,008 pg/ml. El inéculo final en
ambos métodos fue de aproximadamente 5 x 10° UFC/ml. Las
concentraciones de antibidtico se comprobaron de forma paralela
con las cepas control de Staphylococcus aureus ATCC 29213y S.
pneumoniae ATCC 49619. El E-test se realiz6 como un método de
difusion en agar, utilizando placas de agar base de Mueller-Hinton con
5% de sangre de cordero, sembrando una suspension de
microorganismos de aproximadamente 108 UFC/mI (0,5 McFarland).
En los dos métodos, las CIM se determinaron tras 18-20 h de
incubacién en atmoésfera con 5% de diéxido de carbonoy a 35 °C. La
CIM en el método de dilucién en caldo se definié como la concentracion
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mas baja de antibiético capaz de inhibir el crecimiento visible. La
lectura de la CIM en el método de E-test se realizé en el punto de
interseccion de inhibicion de crecimiento y la tira de E-test, siguiendo
las recomendaciones del fabricante.

Modelo experimental de meningitis

Se desarrollé una modificacién del protocolo descrito por Dacey y
Sande?, con conejos blancos de Nueva Zelanda, hembras de 2 kg de
peso. El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Experimentacion
Animal de la Universidad de Barcelona (Campus de Bellvitge).

El tamafio de la muestra (n) al inicio del estudio fue de 10 conejos
para cada cepa. Los animales fueron anestesiados por via
intramuscular con 3,5 mg de ketamina (Ketolar”, Parke-Davis, El
Prat de Llobregat, Espafia) y 5 mg de xilacina (Rompun®, Bayer AG,
Leverkusen, Alemania) por kilogramo de peso corporal. Se les fijé un
casco de cemento acrilico en la calota craneal para sujetarlos en un
aparato de estereotaxia. La fijacion del casco a este soporte metélico
estereotaxico permite la extraccion de LCR a lo largo del experimento.

A las 24 h, los conejos fueron anestesiados con idéntica pautay,
mediante una aguja de puncién lumbar, se extrajo por via
intracisternal una muestra de 0,2 ml de LCR (muestra pre) y se les
inocularon 0,2 ml de una suspension de 10° UFC/mI de la cepa de
S. pneumoniae correspondiente. Los animales fueron anestesiados por
via subcutanea 18 h después (SC) con 1,75 mg/kg de uretano al 20%
(Sigma Chemical Company, St. Louis Missouri, EE.UU.). Se extrajo
una muestra de 0,1 ml de sangre de la vena marginal de la oreja del
animal para hemocultivo, y una muestra de 0,2 ml de LCR (hora 0),
representativa de la meningitis basal. Se obtuvieron muestras
seriadas de 0,2 ml de LCR a las horas: 2, 6 y 24. Se aseguro la correcta
hidratacion de los animales administrando suero fisiolégico por via
subcutanea a lo largo del experimento.

A lahora 24 se estudi6 la mortalidad. Los animales que sobrevivieron
fueron sacrificados mediante una sobredosis letal de tiopental sédico
(Penthotal® sédico, Abbott Laboratories, Madrid). A continuacion se ex-
trajeron los cerebros para la cuantificacion del edema cerebral, por com-
paracion entre el peso himedo (inmediatamente después de la extrac-
cion) y el peso seco (tras 7 dias en estufa a 100 °C). Se consider6 edema
cerebral a los valores superiores a 400 g de agua/100 g de peso seco'?.

Procesamiento de las muestras

A partir de la muestra pre se cultivaron 10 wl para comprobar la
esterilidad del LCR al inicio del experimento.

El hemocultivo se realizé en un tubo de 5 ml de TSB y se incubé a
37 °C. A las 24 h, se cultivaron 0,1 ml en una placa de TSA para
determinar la posible presencia de bacteriemia secundaria.

Con las muestras de LCR de las horas 0, 2, 6 y 24 se realizaron
recuentos bacterianos por diluciones seriadas (1:10) y siembra en
placas de TSA. También se realiz6 un recuento de leucocitos/ul
mediante una camara de Neubauer, una vez lisados los hematies con
solucién Turk. A continuacion, las muestras se centrifugaron a
10.000 g durante 5 min y el sobrenadante se distribuy¢ en alicuotas
que se congelaron a —80 °C. Posteriormente, se determind la
concentracion de acido lactico por el método enzimatico Lactate PAP
(bioMérieux SA, 69280 Marcy I'Etoile, Francia) y lectura en
espectrofotémetro (505 nm)*3. La concentracion de proteinas se realizd
mediante el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, BioRad
Laboratories, Miinchen, Alemania) y lectura en espectrofotometro
(595 nm)*,

Analisis estadistico

Los datos se expresaron en forma de media + desviacion estan-
dar (DE).

Para comprobar que cada variable seguia una distribucién normal,
se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para determinar si
existian diferencias en los parametros inflamatorios entre las dos
cepas, se compararon las medias utilizando la prueba de la t de
Student. La mortalidad, la bacteriemia secundaria y la presencia de
edema cerebral se estudiaron mediante el test de Fisher. Se considerd
significacion estadistica un valor de p < 0,05.
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Resultados

A las 18 h postinoculacién, todos los conejos del grupo de
la cepa A (n =10) y los del grupo de la cepa B (n=9)
presentaron cultivos positivos en LCR. Las curvas de
crecimiento bacteriano en el tiempo para las dos cepas se
representan en la figura 1. No se encontraron diferencias
significativas excepto en los recuentos bacterianos (log,,
UFC/ml) de la hora O (p =0,018).

Los valores de los parametros inflamatorios en cada
muestra horaria para las dos cepas se resumen en la
tabla 1. En los conejos inoculados con la cepa A, la media
de leucocitos/nl de LCR a la hora 0 fue ligeramente
inferior a la que presentaron los animales infectados con
la cepa B. Los recuentos leucocitarios de las horas 2 y
6 fueron equivalentes para los dos grupos. La pleocitosis
disminuyd a la hora 2 y se mantuvo estable a la hora 6.
A la hora 24, el nimero de leucocitos en los conejos
inoculados con la cepa B fue significativamente mayor
(p = 0,006) al del grupo de la cepa A.

La concentracion de lactato fue superior en la cepa A en
las primeras horas de la infeccion, con diferencias
significativas a la hora 6 (p = 0,002). A la hora 24, el nivel
de lactato fue mayor en la cepa B.

Los niveles de proteina fueron mayores en la cepa A al
inicio de la infeccidn, estadisticamente superiores a la
hora 0 (p =0,038). A la hora 24, la concentraciéon de
proteinas fue mayor en los animales infectados con la cepa
B.

La bacteriemia secundaria a la hora 0 fue mayor en la
cepa A: un 80% (8/10) de los animales presentaron
hemocultivo positivo frente a un 44,44% (4/9) del grupo
inoculado con la cepa B. No se encontraron diferencias
significativas (p = 0,13).

La mortalidad a la hora 24 fue mayor en la cepa B. Con
una clara tendencia a la significacién estadistica (p = 0,05),
el 77,8% de los conejos infectados con la cepa B murié
frente a un 30% del grupo inoculado con la cepa A.

En lafigura 2 se representa la dispersion de los datos de
edema cerebral de cada conejo. Todos los conejos
inoculados con la cepa B presentaron edema cerebral,
mientras que en el grupo infectado con la cepa A so6lo el
50% supero6 el punto de corte de 400 g de agua/100 g de
peso seco que define el edema cerebral. Existe una
tendencia a la significacion estadistica en la presencia de
edema cerebral producida por las dos cepas (p = 0,05).
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CepaB 3,65+ 0,46 4,27 +0,74 5,59 + 0,96 6,25 + 0,66

Figura 1. Recuentos bacterianos (log,, UFC/ml) en el LCR de conejos en los
diferentes puntos horarios, tras la inoculacién de 10° UFC/ml de la cepa de
Streptococcus pneumoniae 23F correspondiente. Datos en X £ DE.

CIM de la cepa A: penicilina, 4 pg/ml; ceftriaxona/cefotaxima, 2 pg/ml; y de la
cepa B: penicilina, 0,12 pg/ml; ceftriaxona/cefotaxima, 32 pg/ml.

Discusion

Este trabajo demuestra la patogenicidad de una cepa
de S. pneumoniae 23F con elevada resistencia a
cefalosporinas de 3G en el modelo de meningitis
experimental. Ademas se ha comparado con la capacidad
de inducir meningitis de una cepa de S. pneumoniae 23F
con el patron de resistencia que se encuentra
habitualmente. En ambas cepas se ha observado la
capacidad de generar una respuesta inflamatoria que se
caracteriza por un aumento del nimero de leucocitos, de
las concentraciones de lactato y proteinas, y la posible
aparicion de edema cerebral.

S. pneumoniae 23F es uno de los serotipos neumococicos
que presenta bacteriemia secundaria con mayor

TABLA 1. Recuento de leucocitos, concentracion de acido lactico y concentracion de proteinas en el liquido cefalorraquideo de conejos

infectados con dos cepas de Streptococcus pneumoniae 23F

Parametro inflamatorio Hora 0

Hora 2

Hora 6 Hora 24

Cepa A
Leucocitos (cél./ul)
Acido lactico (mmol/l)
Proteinas (g/l)

5.133 + 3.564 (9)
5,056 + 1,213 (10)
2,077 + 1,103 (10)*

CepaB
Leucocitos (cél./ul)
Acido lactico (mmol/l)
Proteinas (g/l)

6.760 + 4.197 (8)
4,202 + 1,602 (9)
1,123 + 0,494 (8)

3.680 + 2.393 (9)
4,587 + 1,115 (10)
2,229 + 1,122 (10)

3.677 £ 1.337 (7)
3,737 1,264 (7)
1,421 + 0,685 (7)

3.391 + 1.522 (7)
4,519 + 0,840 (10)*
1,981 + 0,810 (10)

2.908 + 1.321 (6)*
7,800 5,212 (7)
3,384 + 1,910 (7)

3.893 + 2.023 (7)
3,142 + 0,696 (8)
1,470 + 0,755 (8)

6.710 + 1.949 (4)
11,071 + 4,069 (4)
4,420 + 2,866 (4)

Datos en media * desviacion estandar y nimero de animales (n).
*p <0,05entre cepas Ay B.
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Figura 2. Dispersién de los valores de edema cerebral (g de agua/L00 g de peso
seco) en el cerebro de los conejos inoculados por las cepas Ay B. El punto de
corte que define la presencia de edema cerebral es 400 g H,0 /100 g de PS.

frecuencia®. En nuestro estudio, la aparicién de
bacteriemia secundaria fue mayor en la cepa A, pero no
existieron diferencias significativas respecto a la cepa B.

A partir de los parametros experimentales estudiados se
observaron diferencias en la respuesta inflamatoria
producida por las dos cepas de S. pneumoniae 23F con
distinta sensibilidad a betalactamicos. En las primeras
horas de la infeccidn, el recuento de leucocitos siguié un
patrdn similar para las dos cepas, mientras que los niveles
de lactato y proteina fueron superiores en los animales
infectados con la cepa A. No obstante, a la hora 24 el
numero de leucocitos en los conejos inoculados con la cepa
B aumentd y fue significativamente superior al de la cepa
A. También la concentracién de lactato y proteinas fue
mayor en el grupo de la cepa B al final del experimento.

De acuerdo con la literatura médica®, se observo que la
cepa B gener6 una respuesta inflamatoria grave a la hora
24: recuento de leucocitos >5.000/ul; niveles de
lactato > 10 mmol/l y concentracion de proteinas > 2 g/l.
A la hora 24, la cepa A mostré una respuesta inflamatoria
moderada respecto a la pleocitosis y la concentracion de
lactato, pero grave si se tiene en cuenta la concentracion
de proteinas.

Para la cepa B, la mortalidad a la hora 24 y el edema
cerebral mostraron una clara tendencia a la significacion
estadistica, siendo ambos parametros superiores respecto
la cepa A. De acuerdo con estos resultados, una respuesta
inflamatoria grave provocaria una mayor mortalidad y la
aparicion de edema cerebral.

La virulencia de wuna cepa depende de sus
caracteristicas intrinsecas y de la condicién del huésped al
ser colonizado. En esta dura batalla se liberan una serie
de productos de la pared celular que generaran una
respuesta inflamatoria especifica. Algunos estudios con
modelos animales de infecciéon neumocécica muestran que
la sensibilidad a penicilina se asocia a una mayor
virulencial®!’, aunque la relacién entre la adquisicion de
resistencia a los betalactamicos en general y la pérdida
de virulencia sigue siendo un problema muy complejo.
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La resistencia a betalactdmicos en S. pneumoniae se
debe a alteraciones de las proteinas fijadoras de penicilina
(en inglés penicillin-binding proteins, PBP) que provocan
una disminucién de la afinidad de las PBP por estos
antibidticos'®®, Estudios de analisis genético de las cepas
A y B permitieron hallar las PBP involucradas en la
resistencia a penicilina y cefalosporinas de 3G. En la cepa
A se encontraron mutaciones en la PBPlay en la PBP2x
(datos no publicados); también en la cepa B se encontraron
alteraciones en PBPla y PBP2x?°, Coffey et al?® sugieren
que una simple sustitucion de Thr-550 — Ala en la PBP2x
seria la responsable de la resistencia de alto nivel a
cefotaxima, presente en la cepa B.

Las diferencias encontradas en la actividad inflamatoria
y en la virulencia de estas cepas podrian ser
independientes de los epitopos determinantes de serotipo
y estar relacionadas con las variaciones en la pared celular
que dan los distintos grados de resistencia a
betalactamicos. Cada cepa tiene unas caracteristicas
intrinsecas que sumadas a los factores externos
procedentes del huésped, producen un comportamiento
totalmente especifico.

En conclusién, este trabajo muestra la capacidad de
inducir meningitis de una cepa con una CIM = 32 pg/ml
para ceftriaxona/cefotaxima, y la posible existencia de
diferencias en la respuesta inflamatoria inicial y en la
mortalidad a la hora 24 de la meningitis producida por dos
cepas de S. pneumoniae del mismo serotipo.

Estos hallazgos justifican la realizacion de estudios de
eficacia antibidtica en el modelo animal para encontrar
alternativas en el tratamiento de la meningitis
neumocacica producida por cepas con elevada resistencia a
ceftriaxona/cefotaxima.
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Resultats

OBJECTIU 2: “Establir i ajustar els parametres farmacocinetics i farmacodinamics

en LCR dels antibiotics que s’utilitzaran posteriorment en els estudis d’eficacia”.

2.1. Determinacié de la corba concentracio-temps per a cada antibiotic en el sérum i

LCR de conills inoculats amb la soca HUB 2349. En els grafics s’inclou la concentracio

maxima assolida en sérum i es detallen els nivells en LCR en cada punt horari.
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2.2. Obtenci6 dels parametres PK/PD. La taula recull per ambdues soques: la T’z en
sérum i en LCR 1 el/s parametre/s PD que millor es correlaciona/en amb I’eficacia de

cada antibiotic.

T 1% (h) ComdCMI | AUCIEMB oMt %)
Penetracio (h)

srm  LCR (%0) Sc:a S(])gca S(Xza Sc])gca quiu];s
CRO | 1,35 4,85 28,4 0
FOS 3,08 | 4,54 49,2 2,19 | 8,78 > 100
RIF 510 . 8,58 3,8 20 95,3 100
TEI 6,37 12,01 2,3 33,3 >100
VAN 1,48 | 8,32 14,6 18,91 | 37,82 > 100

CRO: Ceftriaxona; FOS: Fosfomicina; RIF: Rifampicina; TEI: Teicoplanina; VAN: Vancomicina
Soca A: HUB 2349; soca B: Soca ATCC 51916
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Resultats

OBJECTIU 3: “Avaluar I’eficacia terapéutica i la resposta inflamatoria dels
tractaments empirics recomanats en la meningitis davant d’una soca de S.
pneumoniae amb un grau elevat de resistencia a cefalosporines de tercera generacio,

mitjancant estudis in vitro i en el model experimental”.

3.1. Estudi de D’activitat d’amoxicil-lina sola en conills inoculats amb la soca ATCC

51916.

3.2. Estudi de P’activitat in vitro / in vivo de ceftriaxona, rifampicina i vancomicina en

monoterapia davant de la soca ATCC 51916.

3.3. Estudi de I’eficacia in vitro / in vivo de ceftriaxona + rifampicina, ceftriaxona +

vancomicina 1 vancomicina + rifampicina envers la soca ATCC 51916

3.4. Determinacié de la resposta inflamatoria en el LCR dels conills induida per

cadascuna de les pautes antibiotiques recollides en els dos punts anteriors.
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Resultats

Objectiu 3.1. Malgrat que en el nostre pais no es comercialitza amoxicil-lina iv., I’estudi de
la seva activitat davant de la soca ATCC 51916 queda justificat per la CMI de 0,12 pg/ml

que presenta.

En el model experimental, 1’administraci6 d’amoxicil-lina 300 mg/kg/6h va produir
recreixement bacteria en 4/8 conills a I’hora 6 i en un més a I’hora 24. Tot i que en la grafica
la disminucié de la concentraci6 bacteriana en les hores 6 i 24 s’aproxima a I’efecte
bactericida, la representacio de la desviacid estandard fa notar una elevada dispersio en els

resultats obtinguts. Al final de I’experiment només 3/8 conills van presentar LCR esteril.

2h 6h 24h 26h

-2,75
-2,89

-2,87 |
-4,17

Descens de log ufc/ml en el LCR de conills tractats amb
Amoxicil-lina 300 mg/kg/6h

La determinacié dels nivells d’amoxicil-lina en el LCR d’aquests conills mostra un perfil
farmacodinamic favorable (concentracions pic de 2,80 + 1,44 pg/ml [hora 2] 1 2,52 + 1,47
ug/ml [hora 26]; concentracions vall de 1,25 + 1,11 pg/ml [hora 6]1 0,51 + 0,12 pg/ml [hora
24]) de manera que 1’antibidtic va estar per sobre la CMI del pneumococ durant un temps
superior al 100% de I’interval de dosificaciod en tots els conills.

No es va estudiar un posible canvi en la CMI del pneumococ durant el tractament, pero
aquest fet resulta improbable perqué encara que es va observar recreixement en alguns
conills, les posteriors administracions d’amoxicil'lina van aconseguir disminuir la

concentracio bacteriana en les successives mostres de LCR d’aquests animals.
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Resultats

Objectius 3.2. - 3.3.

Ribes S, Taberner F, Domenech A, Cabellos C, Tubau F, Linares J, Viladrich PF,

Gudiol F. 2005. Evaluation of ceftriaxone, vancomycin and rifampicin alone and
combined in an experimental model of meningitis caused by highly cephalosporin-

resistant Streptococcus pneumoniae ATCC 51916. Journal of Antimicrobial

Chemotherapy 56(5): 979-82.

Una vegada estandarditzat el creixement d’aquesta soca en animals control, el segiient pas
va ser ’analisi de ’eficacia dels tractaments recomanats. Ceftriaxona i vancomicina van
produir fracassos terapeutics en el conill d’acord amb els parametres farmacodinamics
assolits. Rifampicina va ser bactericida en el conill perd en monoterapia esta

desaconsellada pel possible desenvolupament de resisténcia tal i com va succeir in vitro.

L’efecte additiu observat en les corbes de letalitat de ceftriaxona més vancomicina es va
correlacionar amb 1’augment de ’activitat in vivo envers els dos antibiotics en solitari pero
en cap cas la combinacid es va mostrar sinérgica. Es va observar discordanca entre els
resultats in vitro i in vivo en I’estudi de les combinacions que inclouen rifampicina. L’efecte
indiferent exhibit en les corbes de letalitat no va concordar amb [’activitat bactericida
mostrada en el model animal. D’altra banda, 1’apariciéo de mutants resistents a rifampicina
que es va donar in vitro no es va veure recolzada en el model animal. En cap conill i en cap

punt horari es va observar fracas o recreixement bacteria que pogués indicar el contrari.

Rifampicina va produir una menor resposta inflamatoria que la resta de monoterapies. Com
a contrapunt, ceftriaxona va generar la resposta inflamatoria més greu, similar a la dels
animals control. L’addici6 de rifampicina o vancomicina a ceftriaxona va atenuar la

inflamacio.
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Objectives: The aim of the study was to assess the in vitro and in vivo efficacy of ceftriaxone, vancomycin
and rifampicin alone and combined against Streptococcus pneumoniae ATCC 51916 (MIC of ceftriaxone:
32 mg/L).

Methods: In vitrokilling curves were performed with clinically achievable CSF antibiotic concentrations. In
the rabbit model of pneumococcal meningitis, we studied the efficacy of and effects on inflammation of
treatment with ceftriaxone 100 mg/kg/day, vancomycin 30 mg/kg/day and rifampicin 15 mg/kg/day, alone
and combined, over a 26 h period.

Results: Time—kill curves showed that vancomycin was bactericidal, and ceftriaxone and rifampicin pro-
duced a bacteriostatic effect. An additive effect was observed when combinations of ceftriaxone plus
vancomycin were studied at subinhibitory concentrations. Emergence of resistance to rifampicin was
detected both when rifampicin was studied alone and when combined with ceftriaxone or vancomycin.
In the rabbit meningitis model, ceftriaxone was bacteriostatic, whereas rifampicin and vancomycin were
bactericidal at 24 h. Although not synergistic, the combinations of ceftriaxone plus vancomycin or
rifampicin, and vancomycin plus rifampicin, improved the efficacy of any antibiotic tested alone—all
combinations were bactericidal from 6 h—and significantly decreased inflammatory parameters in CSF
compared with control and ceftriaxone groups.

Conclusion: Ceftriaxone plus vancomycin, and vancomycin plus rifampicin appeared to be effective in the
therapy of experimental pneumococcal meningitis caused by highly cephalosporin-resistant strains such
as ATCC 51916. Our results provide an experimental basis for using these combinations as empirical
therapy for pneumococcal meningitis, regardless of the degree of cephalosporin resistance of the
causative strain.

Keywords: B-lactams, glycopeptides, empirical therapy, bacterial meningitis

Introduction

The combination of ceftriaxone or cefotaxime with vancomycin
is recommended by most experts for pneumococcal meningitis
caused by resistant strains.' This recommendation has proven use-
ful in the clinical setting, where ceftriaxone/cefotaxime MICs of
resistant strains rarely exceed 4 mg/L. However, there are no stud-
ies that support this approach in meningitis caused by pneumococ-
cal strains with a very high level of cephalosporin resistance.

Strains of this kind have occasionally been identified in the
USA and in Spain.z_4 One of them, Streptococcus pneumoniae
ATCC 51916 (Tennessee*>'-4 clone, CS111 strain) caused ofitis
media and meningitis in a child who failed to respond to cefotaxime
therapy.” This strain is characterized by a high level of resistance to
ceftriaxone/cefotaxime (MICs of 32 mg/L) and intermediate resis-
tance to penicillin.” Recently, our group reported the capacity of
this strain to promote meningitis with a strong inflammatory
response in rabbits.’

*Correspondence address. Infectious Diseases Service, Hospital Universitari de Bellvitge, Feixa Llarga s/n, 08907 L'Hospitalet de Llobregat,
Barcelona, Spain. Tel: +34-932607625/34-934035805; Fax: +34-932607637; E-mail: sribes@ub.edu
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The aim of this study was to assess the in vitro and in vivo
efficacy of and the effects on inflammation of treatment with
ceftriaxone, vancomycin and rifampicin, alone and combined,
against S. pneumoniae ATCC 51916.

Materials and methods

Susceptibility tests

MIC/MBCs of ceftriaxone, rifampicin and vancomycin for
S. pneumoniae ATCC 51916 were determined by the macrodilution
method according to the NCCLS.®

In vitro killing curves

Time—kill studies were performed with antibiotic concentrations
achievable in CSF. Ceftriaxone (Laboratorios Farmacéuticos Rovi,
S.A., Madrid, Spain) was studied at 1/16 and 1/8 x MIC. Rifampicin
(Aventis, Madrid, Spain) and vancomycin (Laboratorios Normon S.A.,
Madrid, Spain) were studied in a range from 1/4—4 x MIC. The antibi-
otic concentrations used in combinations were 1/16-1/8 x MIC for
ceftriaxone and 1/4—1 x MIC for rifampicin and vancomycin. Bacte-
ricidal effect was defined as a decrease of 23 log cfu/mL. Synergy was
defined as a >2 log cfu/mL decrease over the most active agent alone
with one of the drugs at subinhibitory concentration. Additive and
indifferent effects were, respectively, defined as a reduction of
between 1-2 log cfu/mL and of 1 log cfu/mL compared with the
most active single antibiotic.” Emergence of resistance was studied at
24 h using the Etest method.

Meningitis model

The experimental protocol was approved by the Ethics Committee for
Animal Experiments at the University of Barcelona. The animal model
originally described by Dacey and Sande® was slightly modified.
Young female New Zealand White rabbits were anaesthetized intra-
muscularly with 35 mg/kg of ketamine (Ketolar; Parke-Davis, Prat de
Llobregat, Spain) and 5 mg/kg of xylazine (Rompun; Bayer AG,
Leverkusen, Germany). Meningitis was induced by intracisternal
injection of 250 uL of 10° cfu/mL of the ATCC 51916 strain. Owing
to the slow progression of disease with this strain’, we modified the
usual time between inoculation and start of therapy. Approx. 40 h after
inoculation, the rabbits were anaesthetized with urethane (Sigma
Chemical Company, St Louis, USA) at 1.75 g/kg subcutaneously
and thiopental sodium (Tiopental; Braun Medical S.A., Rubi, Spain)
at 5 mg/kg intravenously (iv). A blood sample was collected to assess
secondary bacteraemia. A baseline CSF sample (0 h) was taken and
iv therapy (n = 8 rabbits/group) was given for 26 h. Ceftriaxone
100 mg/kg and rifampicin 15 mg/kg were injected once daily.
Vancomycin 15 mg/kg was administered every 12 h. Combined regi-
mens were: ceftriaxone plus rifampicin, ceftriaxone plus vancomycin
and rifampicin plus vancomycin. Untreated controls (n = 12) received
saline (Suero Fisiologico Braun, Braun S.A., Barcelona, Spain). CSF
samples were taken at 2 (peak), 6, 24 (trough) and 26 h (peak) of
treatment, and were used to determine bacterial and white blood
cell (WBC) counts, and lactate, protein and antibiotic concentrations.
Animals were euthanized with thiopental sodium at the end of each
experiment, or earlier if they were severely lethargic or not recoverable.

Bacterial counts were determined by plating 10-fold dilutions and
an undiluted 0.1 mL CSF sample on blood agar plates. The detection
limit was 10 cfu/mL. For purposes of analysis, a value of 0.99 log cfu/
mL was assigned to the first sterile culture, and a value of 0 log cfu/mL
to the subsequent ones. Therapeutic failure was defined as an increase
in bacterial concentration of at least 1 log cfu/mL compared with a

previous count. Bactericidal effect was defined as a reduction of 23 log
cfu/mL.

Ceftriaxone and rifampicin concentrations were determined by the
agar disc diffusion method using as assay organisms Bacillus subtilis
ATCC 12432 and Staphylococcus epidermidis ATCC 27626, respec-
tively. Vancomycin levels were measured by fluorescence polarization
immunoassay.

Statistical analysis

ANOVA test (followed by Scheffe’s test) or Kruskal-Wallis test
(inflammatory activity) were used. A P value of <0.05 was considered
significant.

Results

In vitro studies

MIC/MBCs (mg/L) were: ceftriaxone 32/32, rifampicin 0.06/0.12,
and vancomycin 0.25/0.25.

In killing curves, vancomycin had a bactericidal effect at 6 h
(mean Alog cfu/mL £SD: -3.27+1.30 at 1 x MIC, and -3.69 £ 1.42
at 4 x MIC). Rifampicin at 4 X MIC reached a bacteriostatic effect
with a mean decrease of —0.847 £ 0.257 log cfu/mL. Neither van-
comycin and rifampicin at lower concentrations nor ceftriaxone at
1/8 x MIC and 1/16 x MIC showed growth inhibition. An additive
effect was found when vancomycin at 1/2 X MIC was combined
with ceftriaxone at 1/8 x MIC or at 1/16 x MIC. Rifampicin com-
binations showed an indifferent effect. Emergence of resistance
was detected when rifampicin was studied alone and combined.

In vivo experiments

Secondary bacteraemia among different groups ranged from 62.5
to 100%. Mortality at 24 h was 58.3% in the untreated group and
0% in all therapies. CSF bacterial counts at O h and CSF bacterial
decreases for different schedules are summarized in Table 1.
Mean CSF peak and trough antibiotic levels of rabbits are
shown in Table 2.

Ceftriaxone monotherapy produced a bacteriostatic effect.
Therapeutic failure at 24 h occurred in 3/8 animals.

Rifampicin alone was bactericidal at 24 h (P = 0.001 compared
with ceftriaxone). CSF bacterial counts were below the limit of
detection in all rabbits except one that showed a slightly lower
bacterial reduction (-2.99 log cfu/mL at 24 h; -3.19 log cfu/mL
at 26 h) that was associated with low CSF rifampicin levels
(0.227 mg/L).

The activity of vancomycin was similar to that of rifampicin at
6 h, and was bactericidal at 24 h (P = 0.033 compared with ceftri-
axone). Regrowth occurred in one rabbit at 24 h, which presented
CSF levels of 0.03 and 0.53 mg/L at 24 and 26 h, respectively.

All combinations achieved a bactericidal effect at 6 h. There was
no regrowth and bacterial concentrations at 26 h were below the
limit of detection. Ceftriaxone combined with rifampicin or van-
comycin improved the activity of both drugs alone and the effects
were statistically significant compared with ceftriaxone monother-
apy (P < 0.03). Rifampicin plus vancomycin did not produce sig-
nificant variations in the activity of either drug alone, but was more
effective than ceftriaxone (P < 0.01).

Control and ceftriaxone groups produced a high inflammatory
response characterized by statistically significant increased values
of lactate (P = 0.000 compared with all therapies). Ceftriaxone
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Table 1. CSF bacterial counts at O h and bacterial killing rates at 6, 24 and 26 h after antimicrobial therapy in experimental
pneumococcal meningitis caused by the highly cephalosporin-resistant ATCC 51916 strain

Initial titres

Changes in bacterial counts (Alog cfu/mL) at

Therapy and dosage (n)* (log cfu/mL) 6 h 24 h 26 h
CRO 100 mg/kg/day (8) 523 +0.88 -0.76 £ 1.70 -0.75 £ 1.72 -1.01 + 1.78
RIF 15 mg/kg/day (8) 5.45 +£0.76 242+ 049 -4.25+091* -5.14 £ 1.09*
VAN 15 mg/kg/12 h (8) 5.00 £ 0.76 -2.71 £ 1.80 —3.44 £ 1.47* —4.26 + 1.48%*
CRO 100 + RIF 15 (10) 5.10 = 0.80 -3.24 £ 0.75% —4.31 £ 0.84* -5.10 + 0.80%*
CRO 100 + VAN 15 (8) 517 £ 1.14 -3.90 + 1.47* —4.25 + 1.17* -5.05 + 1.30%
RIF 15 + VAN 15 (8) 5.18 £ 1.05 -3.56 + 1.36%* —4.31 £ 1.19*% —-5.18 £ 1.05*
Control (12) 4.78 £ 0.84 1.11 £0.87 1.12 +2.09 1.07 £2.32

Data are expressed as means + SD.
“n, number of animals; CRO, ceftriaxone; RIF, rifampicin; VAN, vancomycin.
*P < 0.04 versus CRO group (ANOVA test).

Table 2. Mean CSF antibiotic levels (mg/L; +SD) at 2, 24 and
26 h after antimicrobial therapy in experimental pneumococcal
meningitis caused by the highly cephalosporin-resistant

ATCC 51916 strain

susceptible and -resistant pneumococci. However, we did not
observe synergy either in vitro or in the animal model as reported
by other investigators.'®"" In our in vitro studies, vancomycin plus
ceftriaxone at concentrations achievable in CSF had an additive
effect. These results had a good correlation with in vivo experi-
ments, where this combination was effective against the ATCC

Therapy® Peak 2 h Trough 24 h Peak 26 h . . . .

51916 strain (P < 0.002 compared with ceftriaxone, no differences
CRO 100 mg/kg/day ~ 4.61 £2.74 030 +0.02°  4.84 +3.06 Comp?fed with vancomycin).
RIF 15 mg/kg/day 081 032 022+015° 075+ 041 It is well known that dexamethasone may decrease the pene-
VAN 15 mg/kg/12h  1.01£0.59  0.39 £0.25 .44 + 17 tration of vancomycin into the subarachnoid space. The effect of

ICRO, ceftriaxone; RIF, rifampicin; VAN, vancomycin.
"Measurement of trough concentrations at 24 h was only possible in 2/8 rabbits.

monotherapy produced increased WBC counts at 26 h in compari-
son with the other groups (P = 0.002). At 26 h, rifampicin,
rifampicin plus vancomycin, and ceftriaxone plus vancomycin
produced a lower protein content compared with untreated animals
(P <0.03).

Discussion

The virulence of the ATCC 51916 strain in the rabbit meningitis
model has been demonstrated previously5 and was confirmed in the
present experiment by the findings in control animals, in which a
high inflammatory response combined with a high bacterial con-
centration in CSF led to a mortality rate of 58.3% at 24 h.

In view of the high cephalosporin resistance of the ATCC 51916
strain, we expected ceftriaxone monotherapy to be totally ineffec-
tive. However, although ceftriaxone peak levels were negligible
compared with the MBC, therapeutic failures occurred in only
37.5% of the rabbits and a bacteriostatic effect was seen in the
rest. If we consider that animals were sacrificed at 26 h, the low rate
of ceftriaxone-associated therapeutic failures should be attributed
to the short duration of the experiment.

Vancomycin was an effective therapy against this pneumococ-
cal strain. However, its erratic penetration across the blood—brain
barrier was confirmed in our model, where therapeutic failure
occurred once CSF levels declined.

Friedland ez al.” demonstrated that ceftriaxone plus vancomycin
was synergistic against both cephalosporin-intermediately

adjunctive dexamethasone on the efficacy of ceftriaxone plus van-
comycin against this highly resistant strain should be evaluated in
further studies.

Our in vitro data confirmed previous findings of an indifferent
effect when rifampicin was added to ceftriaxone or van-
comycin.“’12 However, in the animal model, although not statis-
tically superior, rifampicin combinations improved the activity
of rifampicin alone; and rifampicin plus ceftriaxone showed
better in vivo activity than ceftriaxone alone. This discordance
between in vitro and in vivo results has been previously reported.'?
Emergence of resistance did not occur in the animal model when
rifampicin was tested either in monotherapy or in combination,
although it was detected in time-kill curves. Single use of
rifampicin may not be warranted in clinical practice owing to
the rapid emergence of resistance. The possibility of development
of resistance during combined therapy is a matter of concern;
although rare, it may be more likely in the case of low activity
of the associated drug, as occurs in the combination of ceftriaxone
plus rifampicin against the ATCC 51916 strain. This fact may limit
the use of this combination in the clinical setting.

In the initial phase of treatment with a bactericidal antibiotic
such as ceftriaxone, we would expect a burst of meningeal inflam-
mation as a consequence of rapid bacterial lysis. However, possibly
due to its low activity against this highly resistant strain, the inflam-
matory response induced by ceftriaxone was similar to that
observed in control animals. Inflammatory data obtained in our
experiments with rifampicin confirm its low potential for inducing
a CSF inflammatory response, and that the addition of rifampicin or
vancomycin to ceftriaxone led to a reduction in inflammatory
parameters compared with ceftriaxone monotherapy.

In conclusion, ceftriaxone plus vancomycin, and vancomycin
plus rifampicin appeared to be effective and appropriate

981



Ribes et al.

combinations in treating experimental pneumococcal meningitis
caused by highly cephalosporin-resistant strains. Our results pro-
vide an experimental basis for using these antibiotic combinations
for empirical therapy of pneumococcal meningitis, regardless of
the degree of cephalosporin resistance of the causative strain.
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Objectiu 3.4. Els valors dels parametres inflamatoris en el LCR de conills infectats amb la soca ATCC 51916 per a tots els tractaments es

resumeixen en una taula ja que en ’article es van comentar molt breument. Les dades es representen en mitjana + desviaci6 estandard.

Leucocits/ul Nivells de lactat (mmol/l) Nivells de proteina (g/1)
Grup Terapéutic
6h 24h 26h” 6h 24h" 26h” 6h 24h 26 h

Ceftriaxona (CRO) 3237 + 3828 | 7480 + 5419 | 15900 + 6865 | 6,40 + 3,41 6,87 +2,73 8,70+419 | 2,76 +1,05 | 2,60+ 1,00 | 2,96 + 0,98
Rifampicina (RIF) 1158 + 1085 | 1176 £ 873 1038 + 866 | 4,26 + 1,22 2,43 +0,58 285+143 | 1,10+0,21 | 1,06 £0,51 | 1,33 +0,60*
Vancomicina (VAN) | 1057 +692 | 6257 +6392 | 4497 +4571 | 4,35+ 1,85 3,64 + 2,81 2,78+1,18 | 2,77+£1,68 | 1,94+1,12 | 2,20 + 1,07
CRO + RIF 2087 + 1784 | 1645+ 1747 | 1102+1216 | 3,53+ 1,17 2,10+ 0,63 2,64+1,93 | 212+0,96 | 1,79+0,91 | 2,17 + 0,96
CRO + VAN 3420 + 3779 {4104 + 7791 | 2155+ 3226 | 4,41+ 2,47 2,39+1,14 274+152 | 247+1,05 | 1,73+0,94 | 1,60 +0,71%*
RIF + VAN 1395 + 1619 | 3076 + 3452 | 4326 +4928 | 450+2,83 | 2,19+0,84 | 2,37+1,25 | 2,58 +1,81 | 1,73+1,02 | 1,72 £ 1,34*
Control 2089 + 3238 | 3772 + 6857 | 3602 +4679 | 569+4,14 | 11,74 +10,34 | 9,31+5,38 | 3,14+1,81 | 3,45+3,09 | 454 +2,75

*p < 0,03 vs grup control (ANOVA).
*p < 0,002 (Kruskal-Wallis)







Resultats

OBJECTIU 4: “Estudiar I’eficacia in vitro i in vivo i la influéncia en els parametres
inflamatoris de la fosfomicina combinada com una alternativa terapéutica en el
tractament de la meningitis pneumococica produida per soques amb diferent nivell

de resisténcia a penicil-lina i a cefalosporines de tercera generacio”.

4.1. Estudi de I’activitat in vitro / in vivo de ceftriaxona, fosfomicina, teicoplanina i
vancomicina en monoterapia envers dues soques amb diferent patré de resisténcia a [3-

lactamics.

4.2. Estudi de D’eficacia in vitro / in vivo de fosfomicina + ceftriaxona, fosfomicina +
teicoplanina i fosfomicina + vancomicina davant de dues soques amb diferent patrod
de resisténcia a B-lactamics. Comparacié amb el tractament empiric de ceftriaxona +

vancomicina.

4.3. Determinacié de la resposta inflamatoria en LCR associada a 1’administraciéo de

cadascun dels régims terapeutics indicats en els apartats anteriors.
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Resultats

Objectius 4.1. - 4.2. - 4.3.

Ribes S, Taberner F, Domenech A, Cabellos C, Tubau F, Linares J, Viladrich PF,

Gudiol F. 2006. Evaluation of fosfomycin alone and in combination with ceftriaxone or
vancomycin in an experimental model of meningitis caused by two strains of

cephalosporin-resistant  Streptococcus pneumoniae. Journal of Antimicrobial

Chemotherapy 57(5): 931-6.

L’excel‘lent farmacocinetica de la fosfomicina en el LCR és la base de I’estudi de la seva
eficacia en el model de meningitis experimental. La freqiient aparicié de mutants resistents

durant la monoterapia limita I’interes de I’estudi al paper de la fosfomicina en combinacio.

L’administracié endovenosa de fosfomicina va produir concentracions elevades en sang i
LCR amb una penetracid a través de la BHE de gairebé un 50%. Fosfomicina en solitari
va provocar fracas terapéutic en els conills inoculats amb la soca amb una major CMI i va

afavorir el desenvolupament de resisténcia in vitro i in vivo.

En les corbes de letalitat es va observar sinergia i efecte additiu en algunes de les
combinacions que incorporaven fosfomicina. En el model animal, fosfomicina més
ceftriaxona i fosfomicina més vancomicina van ser igual d’eficaces que el tractament
estandard en ambdues soques, van aconseguir reduir la resposta inflamatoria induida per

les monoterapies 1 van evitar 1’aparicié de resisténcia.
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Objectives: To study the in vitro and in vivo efficacy of fosfomycin, alone and in combination with ceftri-
axone or vancomycin, against two strains of Streptococcus pneumoniae: HUB 2349 (fosfomycin and
ceftriaxone, MICs 16 and 2 mg/L) and ATCC 51916 (MICs 4 and 32 mg/L).

Methods: Pharmacokinetics/pharmacodynamics data were collected from the study of eight infected
animals after a single intravenous dose of 300 mg/kg of fosfomycin. Time—kill curves were plotted
using CSF antibiotic concentrations achievable clinically. In the rabbit model, we studied the efficacy
and effects on inflammation of treatment with fosfomycin 1200 mg/kg/day, ceftriaxone 100 mg/kg/day
and vancomycin 30 mg/kg/day, over 26 h.

Results: Fosfomycin peak level in serum was 324.48 + 102.1 mg/L at 0.5 h; CSF penetration was 49.2%.
Time-kill curves showed that fosfomycin was bactericidal against the ATCC 51916 strain and that the
addition of fosfomycin to ceftriaxone or vancomycin was synergic against the HUB 2349 strain. Resis-
tance to fosfomycin was detected both when fosfomycin was studied alone and in combination. In the
rabbit model, fosfomycin showed bactericidal activity only against the ATCC 51916 strain. Combinations
of fosfomycin with ceftriaxone or vancomycin were bactericidal against both strains; they improved
efficacy and decreased CSF inflammatory parameters over monotherapies, without showing statistical
differences in comparison with the combination of ceftriaxone and vancomycin.

Conclusions: Fosfomycin in combination with ceftriaxone or vancomycin appeared to be effective for
the treatment of experimental cephalosporin-resistant pneumococcal meningitis. These combinations
are possible alternatives in cases of allergy or intolerance to first-line drugs or in rare meningitis caused
by highly cephalosporin-resistant pneumococci.

Keywords: pneumococcal meningitis, cephalosporins, Streptococcus pneumoniae, resistance

Introduction

The worldwide increase of penicillin- and cephalosporin-resistant
isolates of Streptococcus pneumoniae has prompted changes in
the treatment of pneumococcal meningitis. However, controlled
studies have not yet established the best antibiotic schedule for
resistant cases. Most authorities, based on experimental and
clinical data, recommend the combination of a third-generation

cephalosporin such as ceftriaxone or cefotaxime with vancomy-
cin as an empirical first-line therapy.l_3 Some non-B-lactam
antibiotics with anti-pneumococcal activity, such as rifampicin
or quinolones, have proven to be effective in the rabbit model
of meningitis and have been suggested as possible alterna-
tives, especially for patients with penicillin allergy or for
patients infected with strains showing very high cephalosporin
resistance.*” In this setting, other antimicrobial agents with

*Correspondence address. Infectious Diseases Service, Hospital Universitari de Bellvitge, Feixa Llarga s/n, 08907 L’Hospitalet de Llobregat,
Barcelona, Spain. Tel: +34-932607625/+34-934035805; Fax: +34-932607637; E-mail: sribes@ub.edu
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anti-pneumococcal activity, alone or in combination, merit fur-
ther evaluation.

Fosfomycin is a broad-spectrum antibiotic with low molecu-
lar weight and negligible protein binding activity which acts
by inhibiting the first step of cell wall synthesis.8 It exhibits
in vitro activity against a large number of Gram-positive and
Gram-negative bacteria, including both penicillin-susceptible
and penicillin-resistant pneumococci.g_11 It has a large volume
of distribution in human tissues and penetrates well into the
CSF of patients with meningitis.”"'> Owing to these properties,
fosfomycin has been suggested as an alternative for treating
CNS infections.”!! However, few experimental studies have
addressed this issue. Fosfomycin has been used successfully in
a rabbit model of meningitis caused by Escherichia coli and
Staphylococcus aureus,"® but emergence of resistance has been
reported during in vitro studies when high concentrations were
tested.® Nau ez al. studied the activity of fosfomycin in a rabbit
model of pneumococcal meningitis, using a fully susceptible
pneumococcal strain.'* They found that fosfomycin was bacter-
icidal only at very high concentrations and the bactericidal rate
at all fosfomycin doses tested was always lower than that of
ceftriaxone.

The aim of this study was to determine the in vitro and
in vivo efficacy of fosfomycin, alone and in combination with
ceftriaxone or vancomycin, against two strains of drug-resistant
S. pneumoniae with different patterns of antimicrobial suscept-
ibility. The combination of ceftriaxone with vancomycin was
used for comparisons.

Materials and methods

Bacterial strains

Two strains of S. pneumoniae belonging to serotype 23F, isolated
originally from patients with meningitis, were used. The HUB 2349
strain is a penicillin- and cephalosporin-resistant pneumococcus. The
ATCC 51916 strain (Tennessee?™-4 clone) is an intermediate
penicillin-resistant and highly cephalosporin-resistant pneumococ-
cus.'>!¢ Both strains are susceptible to fosfomycin, according to
the currently accepted breakpoints.'”” The NCCLS (now CLSI)
guidelines do not list breakpoints for fosfomycin against
S. pneumoniae.

MICs and MBCs were determined using the Etest and the mac-
rodilution method following the CLSI guidelines.'® A final concen-
tration of 25 mg/L glucose-6-phosphate was added to the medium for
all in vitro fosfomycin susceptibility tests."” MIC/MBCs (in mg/L)
for the HUB 2349 strain were penicillin, 4/4; ceftriaxone, 2/4; fos-
fomycin, 16/64; and vancomycin, 0.25/0.5; for the ATCC 51916
strain they were penicillin, 0.12/0.25; ceftriaxone, 32/32; fosfomycin,
4/32; and vancomycin, 0.25/0.25.

In vitro studies

Time—kill curves were derived using glass tubes containing a final
volume of 10 mL of cation-adjusted Mueller—Hinton broth supple-
mented with 5% lysed horse blood and a final inoculum of 5 x 10° to
1 x 10° cfu/mL. Antibiotic concentrations achievable in CSF, ranging
from 1/4 to 4 x MIC of antibiotics alone, were studied, as were
concentrations of 1/4, 1/2 and 1 x MIC of each drug in combination.
In addition, ceftriaxone concentrations of 1/16 and 1/8 x MIC were
studied against the ATCC 51916 strain. Samples were removed at 0,
6 and 24 h of incubation. The detection limit was 10 cfu/mL. Bac-
tericidal effect was defined as a decrease in the initial inoculum of

>3 log cfu/mL. Synergy of a combination was defined as a >2 log
cfu/mL reduction over the most active agent alone, with one of the
drugs at subinhibitory concentration. Additive effects and indifferent
effects were, respectively, defined as a reduction of between 1 and
2 log cfu/mL and of *1 log cfu/mL compared with the most active
single antibiotic.'” Emergence of resistance was studied at 24 h using
the Etest method.

Meningitis model

The experimental protocol was approved by the Ethics Committee
for Animal Experiments at the University of Barcelona. The rabbit
model of meningitis described originally by Dacey and Sande was
modified slightly.”® Young female New Zealand White rabbits were
anaesthetized intramuscularly (im) with 35 mg/kg of ketamine (Keto-
lar; Parke-Davs, Prat de Ll., Spain) and 5 mg/kg of xylazine (Rom-
pum; Bayer AG, Leverkusen, Germany). Meningitis was induced
using an intracisternal injection of 250 UL of a saline suspension
containing 10° cfu/mL of inoculum. In rabbits infected with the HUB
2349 strain, therapy was started 18 h post-inoculation. Owing to
the slow progression of meningitis caused by the strain, therapy
was initiated 40 h after inoculation in rabbits infected with the
ATCC 51916 strain.®' Rabbits were anaesthetized using urethane
(Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA) at 1.75 g/kg sub-
cutaneously and thiopental sodium (Tiopental; B. Braun Medical
S.A., Rubi, Spain) at 5 mg/kg intravenously (iv). A blood sample
was collected to assess secondary bacteraemia. Animals were placed
in the stereotactic frame and a baseline CSF sample was taken (0 h).
Antibiotic iv therapy (n = 8 rabbits/group) was then administered
for 26 h using one of the following therapy schedules: ceftriaxone
at 100 mg/kg given once daily, fosfomycin at 300 mg/kg every 6 h,
vancomycin at 15 mg/kg every 12 h, fosfomycin plus ceftriaxone,
fosfomycin plus vancomycin, and ceftriaxone plus vancomycin.
Doses of ceftriaxone and vancomycin were the same as those
used in previous experiments.®* Fosfomycin dosage was chosen
in an attempt to obtain CSF levels similar to those achievable in
humans with meningitis and taking into account the study by
Nau et al.'* Untreated controls (n > 10) received saline. CSF samples
were taken at 2, 6, 24 and 26 h of therapy. Hydration was ensured
throughout the experiment. Mortality was assessed at 24 h. Surviving
animals were euthanized using a lethal dose of thiopental sodium at
the end of each experiment.

Sample processing

CSF samples were used to determine bacterial counts, lactate and
protein concentrations, and antibiotic levels at peak and trough time
points. The lowest bacterial concentration detectable was 10 cfu/mL.
For purposes of analysis, a value of 0.99 log cfu/mL was assigned to
the first sterile culture, and a value of 0 log cfu/mL was assigned
to the subsequent ones. Changes in bacterial counts (Alog cfu/mL)
were calculated as the difference between bacterial concentrations at
the start of therapy and at 2, 6, 24 and 26 h. Therapeutic failure
was defined as an increase in bacterial concentration of at least
1 log cfu/mL compared with a previous count. A therapy was con-
sidered bactericidal when a reduction of 3 log cfu/mL was achieved.
Samples were centrifuged at 5000 g for 10 min, and the supernatants
were stored at —70°C. Lactate concentrations were measured using a
Lactate PAP kit (Biomérieux S.A., Marcy I’Etoile, France). Protein
concentrations were determined using the Bradford method (Bio-Rad
Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany).

Pharmacokinetics

Pharmacokinetics data were compiled from a study of eight infec-
ted animals after a single iv dose of 300 mg/kg of fosfomycin,
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100 mg/kg of ceftriaxone or 15 mg/kg of vancomycin. Blood and
CSF samples were taken at different time points, according to each
therapy. A computer-assisted method (PK functions for Microsoft
Excel; J. 1. Usansky, A. Desai and D. Tang-Liu, Department of
Pharmacokinetics and Drug Metabolism, Allergan, Irvine, CA
92606, USA) was used to determine the following parameters in
serum and CSF: maximum concentration (C,,.y), area under the
concentration—time curve over 24 h (AUC(_,4) and CSF penetration
as the comparison of areas under the curve (AUCcsF 24/ AUCqerum 24)-

Antibiotic assays

Ceftriaxone and fosfomycin concentrations were measured using the
agar disc diffusion method, using Bacillus subtilis ATCC 12432 and
Proteus vulgaris ATCC 21100, respectively, as assay organisms.
Vancomycin levels were determined using fluorescent polarization
immunoassay (FPIA).

Statistical analysis

Comparisons between groups were performed using the ANOVA test
(followed by the Tunkel multiple-comparison test) if data were
normally distributed and the Kruskal-Wallis test if data were not
normally distributed. For analyses, inflammatory data comparisons
between two groups were performed using the Mann—Whitney test.
A P value of <0.05 was considered significant.

Results

In vitro studies

Although samples were removed at 0, 6 and 24 h of incubation,
viable plate counts were considered only at O and 6 h because
S. pneumoniae frequently underwent autolysis at 24 h (we
observed spontaneous autolysis at 24 h in all killing curves
with a bacterial growth >6.5 log cfu/mL at 6 h). A bactericidal
effect was reached only with vancomycin at achievable concen-
trations in CSF (0.25-1 mg/L) against both strains and with

fosfomycin at high concentration (32 mg/L) against ATCC
51916 (MICs: ceftriaxone, 32 mg/L; fosfomycin, 4 mg/L). Syn-
ergy and additive effect were observed when fosfomycin was
combined with ceftriaxone against HUB 2349 (MICs: ceftriax-
one, 2 mg/L; fosfomycin, 16 mg/L). An indifferent effect was
noted in all combinations of fosfomycin and ceftriaxone against
ATCC 51916. The addition of fosfomycin to vancomycin was
synergic against HUB 2349 and showed an additive effect
against ATCC 51916. Resistant mutants were demonstrated read-
ily for both strains after 24 h of exposure to fosfomycin alone and
in combination, with a 4- to 256-fold increase in MIC values.

Pharmacokinetics

Fosfomycin peak level in serum was 324.48 + 102.1 mg/L at 0.5 h
and in CSF was 35.07 £ 8.59 mg/L at 1 h. The maximum ceftri-
axone concentration found in serum was 28.82 = 9.13 mg/L at
0.5 h and in CSF was 3.65 = 1.96 mg/L at 2 h. Vancomycin peak
level in serum was 38.96 = 6.54 mg/L at 0.5 h and in CSF was
091 = 0.34 mg/L at 2 h. CSF penetration was 49.2, 28.4 and
14.6% for fosfomycin, ceftriaxone and vancomycin, respectively.

Pharmacodynamics

The true pharmacodynamic parameter related to MIC for each
antibiotic is included in Table 1.

Experimental meningitis caused by the HUB 2349 strain

Secondary bacteraemia at 0 h in different groups ranged from 75
to 100%. Mortality at 24 h was 30% in the control group and 0%
in all the therapy groups. Table 1 shows CSF bacterial counts at
0 h and CSF bacterial reduction at 24 h with the different sched-
ules. Antibiotic levels in the CSF of rabbits infected with the
HUB 2349 strain are summarized in Table 2. Lactate and protein
concentrations in CSF at 24 h are summarized in Table 3. Fos-
fomycin alone failed in the two animals that presented the lowest
CSF levels (concentrations of 40.54 and 39.09 mg/L at 26 h) and

Table 1. Initial bacterial concentrations and bacterial killing rates in CSF of rabbits with pneumococcal meningitis caused by the HUB2349
strain (MICs: FOF, 16 mg/L; CRO, 2 mg/L) and the ATCC 51916 strain (MICs: FOF, 4 mg/L; CRO, 32 mg/L)

HUB 2349 strain

ATCC 51916 strain

Therapy

no. of animals PD bacterial no. of animals PD
group bacterial decreases with sterile CSF parameter decreases with sterile CSF parameter
(dose in mg/ initial titres (Alog cfu/mL) cultures at related initial titres (Alog cfu/mL) cultures at related to
kg/day) (log cfu/mL) at 24 h 24 hitotal to MIC*  (log cfu/mL) at 24 h 24 h/total MIC*
FOF 1200 4.55 £ 0.40 246 £ 1.77 5/9 3.65 516+ 0.89 —4.29 +0.86" 9/9 11.96
CRO 100 4.55 £ 0.47 -3.38 £ 1.38 8/9 594% 523 +0.88 -0.75+1.72 0/8 0%
VAN 30 4.45 £ 0.55 -3.85+0.73 10/10 3782h 500+ 076 -3.44 + 147" 6/8 37.82 h
FOF + CRO 4.89 £ 1.02 —4.52 + 0.84* 8/8 491 +0.78 —-4.78 £0.73" 8/8
FOF + VAN 4,59 + 0.66 -4.30 £ 0.97* 8/8 4.85+0.59 —4.23+0.63" 8/8
CRO + VAN 4.48 £ 0.57 —4.24 + 0.74% 8/8 517+ 1.14 —4.25+1.17" 8/8
Control 4.59 £ 1.04 0.97 £ 1.94 0/10 4.78 + 0.84 1.12 £ 2.09 0/12

FOF, fosfomycin; CRO, ceftriaxone; VAN, vancomycin.
Data are expressed as means + SD.

“PD parameters were Cy,,x/MIC for fosfomycin; 1 > MIC for ceftriaxone; and AUC/MIC for vancomycin.
*P < 0.05 against FOF monotherapy (ANOVA test).
P < 0.05 against CRO monotherapy (ANOVA test).
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Table 2. Mean (+ SD) antibiotic concentrations (mg/L) in CSF of rabbits with pneumococcal meningitis caused by two tested strains of

Streptococcus pneumoniae

Antibiotics HUB 2349 strain ATCC 51916 strain
(doses in mg/kg/day)®

2h 6 h 24 h 26 h 2h 6 h 24 h 26 h
CRO 100 330+ 154 230+£098 0.64+012 323+097 461 +274 1.76+089 030+0.02° 4.84+3.06
FOF 1200 58.40 £ 21.81 36.64 £ 15.58 37.05 £ 23.18 66.27 £ 29.63 47.82 = 16.86 31.52 = 15.13 30.46 + 11.58 50.95 + 21.45
VAN 30 193+1.06 121+£049 080+029 189+1.11 1.01+£059 052+0.16 0391025 144+1.27

CRO, ceftriaxone; FOF, fosfomycin; VAN, vancomycin.

“Ceftriaxone was administered twice (at 0 and 24 h), vancomycin three times (at 0, 12 and 24 h) and fosfomycin every 6 h [at 0, 6, 12 (double dose) and 24 h].
"Trough concentrations were detected in samples from two animals only. The remainder of the samples were below the level of detection (0.25 mg/L).

Table 3. CSF lactate (mmol/L) and protein (g/L) concentrations at 24 h in rabbits with pneumococcal meningitis caused by two strains of

Streptococcus pneumoniae

HUB 2349 strain

Therapy group (dose in mg/kg/day)

ATCC 51916 strain

CSF lactate levels

CSF protein levels

CSF lactate levels CSF protein levels

FOF 1200 437 +1.17
CRO 100 3.20 £ 0.50
VAN 30 3.37 £0.82
FOF + CRO 3.15+0.73
FOF + VAN 2.92 +£0.93
CRO + VAN 2.93 +£0.99
Control 6.90 £ 5.84

1.92 + 0.87 441 +2.63 1.79 £ 0.68
1.98 + 1.17 6.87 +2.73 2.60 + 1.00
2.24 +0.99 3.64 + 2817 1.94 + 1.12
1.67 £ 0.71 3.93 +2.70" 1.98 + 1.30
1.55 + 0.85 2.56 + 0.72%" 1.59 + 0.87
1.94 + 0.80 2.39 + 1.14%7 1.73 + 0.94
2.53 + 1.08 11.74 + 10.34 3.45 + 3.09

FOF, fosfomycin; CRO, ceftriaxone; VAN, vancomycin.
Data are expressed as means + SD.

*P < 0.05 against CRO monotherapy (Mann—Whitney test).
P < 0.05 against the control group (Mann—Whitney test).

in two others that had high CSF levels but a 10-fold increase in
fosfomycin MIC value at 24 h. The remainder of the fosfomycin-
treated animals (5/9) had CSF cultures below the level of detec-
tion after 24 h of therapy. Ceftriaxone was bactericidal in eight
out of nine animals, but failed in the remaining one. Vancomycin
was bactericidal from 6 h and no re-growth was observed. The
addition of fosfomycin to ceftriaxone or vancomycin improved
the efficacy of both antibiotics tested alone, being statistically
significant compared with fosfomycin monotherapy (P < 0.05),
and decreased lactate and protein levels (though the differences
were not statistically significant). In fosfomycin combinations,
all CSF cultures were below the level of detection from 24 h and
no resistant mutants were observed. The efficacy of fosfomycin
combinations was similar to that provided by the combination of
ceftriaxone with vancomycin.

Experimental meningitis caused by the ATCC 51916 strain

Secondary bacteraemia at O h in different groups ranged from
62.5 to 100%. Mortality at 24 h was 58.3% in control animals and
0% in all therapeutic regimens. Initial CSF bacterial concentra-
tions and bacterial decreases at 24 h of different regimens are
summarized in Table 1. CSF drug levels of rabbits with menin-
gitis caused by the ATCC 51916 strain are shown in Table 2.
CSF inflammatory parameters at 24 h are shown in Table 3.
Fosfomycin was almost bactericidal from 6 h and no re-growth

was observed. Ceftriaxone showed a bacteriostatic effect, and
therapeutic failure occurred in three out of eight animals. Van-
comycin reached a bactericidal effect at 24 h but therapeutic
failure occurred in 1 out of 10 animals that presented the lowest
CSF vancomycin levels (0.03 mg/L). All regimens were signi-
ficantly more effective than ceftriaxone alone at 24 h (P < 0.05).
The use of fosfomycin in combination with ceftriaxone or
vancomycin improved activities and decreased CSF levels of
lactate and protein in comparison with antibiotics tested alone
(no statistical differences). All fosfomycin-treated animals had
CSF cultures below the level of detection from 24 h and no
emergence of resistance was noted. The efficacy of fosfomycin
combinations was similar to that provided by the combination of
ceftriaxone with vancomycin.

Discussion

The potential interest in the use of fosfomycin in the therapy
of CNS infections is based on its in vitro activity against
most bacterial pathogens that causes meningitis and on its
good penetration across the blood-brain barrier. Our findings
of ~50% penetration of fosfomycin into CSF add evidence to
previous reports of its favourable CSF kinetics.'>?? Using a fos-
fomycin dose of 300 mg/kg/6 h, we attained peak CSF levels,
ranging from 35 to 60 mg/L, similar to those observed in humans
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receiving high iv doses. In a study of 12 patients with pneumo-
coccal meningitis, iv administration of 16 g daily led to a CSF
fosfomycin level of 52.2 mg/L within 3 days of treatment.”* In
another series of 10 patients with bacterial meningitis, mean peak
CSF levels of 31 mg/L on the second day and 37.2 mg/L on the
fifth day were achieved using a dose of 200 mg/kg/day.'
Furthermore, even in the presence of an intact blood—brain bar-
rier, fosfomycin penetrates into the CSF to some extent.”* These
kinetic characteristics presumably mean that its penetration
would not be affected by the concomitant use of dexamethasone.

In this experiment we used two penicillin-resistant pneumo-
coccal strains belonging to the 23F serotype, with different
phenotypes. The susceptibility pattern of the HUB 2349 strain
is common among penicillin-resistant pneumococci causing
meningitis, whereas that of the ATCC 51916 strain is very
rare. The use of both strains helped us to better explore the
possibilities of fosfomycin use alone and in combination.

In the in vitro studies, at levels achievable in human CSF,
fosfomycin was bactericidal against ATCC 51916 (MIC/MBC to
fosfomycin of 4/32 mg/L) but was unable to produce a bacter-
icidal effect against HUB 2349 (MIC/MBC to fosfomycin of 16/
64 mg/L). Fosfomycin showed bactericidal activity only against
ATCC 51916 in the rabbit model as well.

The pharmacodynamics of fosfomycin in the CNS is not
well known. It has been suggested that high Cy,.x values are
not essential as the drug exerts a non-concentration-dependent
in vitro bacterial growth inhibition of S. aureus."' However, in the
rabbit meningitis model Nau et al. observed that a CSF concen-
tration of at least 10 times the MIC of the tested strain was
necessary to produce a rapid bacterial killing of S. pneumoniae.'*
This is in accordance with our study, where a bactericidal effect
was obtained in vitro but in the animal model only when fosfo-
mycin concentrations were eight times the MIC value, a condition
unattainable with the HUB 2349 strain. Whatever parameter
best predicts fosfomycin efficacy, the MIC of the causative strain
is of paramount importance. It is widely accepted that most
pneumococci are susceptible to fosfomycin, regardless of their
susceptibility to penicillin; however, for penicillin-susceptible
strains fosfomycin MICs tend to be lower (from 1 to 8 mg/L)
than for penicillin-resistant strains (from 8 to 64 mg/L).9’10’14
In addition, fosfomycin MBCs are usually 2- to 4-fold higher
than MICs. Our data suggest that for meningeal infections fos-
fomycin breakpoints should be revised and that strains with MICs
>16 mg/L should be regarded as non-susceptible.

The efficacy shown by ceftriaxone and vancomycin as single
agents, both in vitro and in the rabbit model, was in accordance
with previous reported studies.®***> Failures were rare but
occurred with either agent once CSF levels declined in compar-
ison with the average from the other animals. Furthermore, in the
particular case of meningitis caused by ATCC 51916, ceftriaxone
did not show bactericidal effect.”®

Several investigators have reported in vitro synergy between
B-lactams and fosfomycin against penicillin-resistant pneumo-
coccal strains.*”*® In vivo, using an experimental fibrin clot
pneumococcal infection model in rabbits, Chavanet ef al. demon-
strated that combinations of fosfomycin with ceftriaxone
increased bacterial reduction and delayed re-growth.”* In the
rabbit model of meningitis caused by a fully susceptible
S. pneumoniae type 3 strain, the combination of the two anti-
biotics produced an additive effect.'* In our study, the combina-
tion of fosfomycin with ceftriaxone was synergic only against the

strain with higher MIC to fosfomycin in vitro, whereas in the
animal model the combination improved the antibacterial activity
against both strains.

Little information is available on the activity of combinations
of fosfomycin with vancomycin against pneumococci. In an in
vitro study of 26 pneumococcal strains, bactericidal activity of
vancomycin was unaffected by the addition of fosfomycin.” In
our study, the efficacy of this combination was similar to that
observed for the combination of fosfomycin with ceftriaxone:
in vitro synergy against the strain with higher MIC of fosfomycin
and improvement of antibacterial activity against both strains in
rabbits.

The combination of fosfomycin with ceftriaxone was slightly
more effective than the other combined therapies, including the
reference combination of ceftriaxone with vancomycin, although
the differences were not significant.

The specific mechanisms of action of different antibiotics may
induce differences in the release of pneumococcal cell wall com-
ponents. Among antibiotics acting against the bacterial cell wall
we have found only that CSF lactate and protein levels with
ceftriaxone are statistically higher than those observed with com-
binations of fosfomycin with vancomycin (P = 0.000) and ceftri-
axone with vancomycin (P = 0.001) in groups of rabbits infected
with the ATCC 51916 strain. This increase of CSF lactate and
protein levels may be attributable to the lack of activity that
ceftriaxone has against this strain.

Development of resistance to fosfomycin was a frequent phe-
nomenon in vitro when fosfomycin was studied alone and in
combination against both strains. In the animal model, the use
of fosfomycin in combination prevented the emergence of drug-
resistant populations. The discordance between the emergence
of resistant mutants in vitro and in the animal model has been
observed previously with other drugs such as rifampicin.® The
emergence of resistant mutants during therapy precludes the use
of both rifampicin and fosfomycin as single agents in clinical
practice. The possible role of fosfomycin combinations descri-
bed in our study parallels to some extent that of rifampicin
combinations: both may be used as alternatives to the standard
ceftriaxone with vancomycin combination therapy in patients
with allergy or intolerance to the reference drugs or in rare
cases of infection with pneumococcal strains showing very high
cephalosporin resistance.

In conclusion, the anti-pneumococcal activity of fosfomycin,
at CSF achievable concentrations, is greatly affected by the MIC
of the infecting strain. This, coupled with the frequent emergence
of resistance during therapy, precludes its use as single agent.
However, combinations of fosfomycin with ceftriaxone and
vancomycin improve the activity of either drug used alone and
are as effective as the reference combination of ceftriaxone with
vancomycin. Accordingly, fosfomycin combinations might be
considered as alternatives in cases of allergy or intolerance to
first-line drugs or in rare cases of meningitis caused by pneumo-
coccal strains showing very high resistance to cephalosporin.
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Objectius 4.1. - 4.2. La informacio referent a les corbes de letalitat és molt reduida en
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ceftriaxona o vancomicina que van exhibir efecte additiu (*EA) i/o sinergia (*S).
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S _-X 7,761
T T A 6,415
g 61 P R Lttt
O = 5,366 *EA
LL
)
o> 4,371*S
2 41y VAN 1/4x
_'A_'VAN 1/2X 2,925 *S
—e—FOS 1/4x + VAN 1/2x 22733
2 | —a—FOS 1x + VAN 1/4x
—+—FOS 1/2x + VAN 1/2x
—e—FOS 1x + VAN 1/2x
O T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
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Fosfomicina (FOS) + vancomicina (VAN) envers ATCC 51916

9
e 07,965
T T A 7,626
7 o omeZTITIEEe-TTTTT
,_======:::: ___________________________________ X 6,565
6 =T ===
E —a 5,553 *EA
O 2
LL
-)
()] 41 e
= -o--FOS 1/2x ——_—
31 -2FOS 1x e am
5 -%--VAN 1/2x
——FOS 1x + VAN 1/2x © 549 “EA
|| X VAN X
—a—FOS 1/2x + VAN 1x
0 ‘ ‘ ‘ ‘ | |
0 1 2 5 6 ;
hores

Les dades sobre I’activitat in vitro de teicoplanina +/- fosfomicina no s’inclouen en
I’article. La segiient taula representa les activitats dels antibiotics en solitari a diferents
concentracions a les 6 i 24 h d’incubacid. A les 24 h es va detectar mutants resistents a

fosfomicina () en alguna de les corbes estudiades.

Alog UFC/ml 6 h Alog UFC/ml 24 h
HUB 2349 ATCC 51916 HUB 2349 ATCC 51916

. 8 xCMI 2,034 -3,737 0,900* -2,369"°
S | 1xcMmi 2,231 1,554 -1,986 -2,690
§ Y5 XCMI 2,417 1,893 -1,703 -2,688
@ | v xCMI 2,646 2,115 2,034 1,862

8 xCMI -0,368 -2,349 -4,264 -4,965
-§ 4 xCMI -0,570 -1,765 -4,248 -4,787
\§ 1 XCMI 1,003 -1,224 1,483 -2,023
§ Y5 XCMI 2,668 -0,045 0,849 0,302

Y4 XCMI 2,568 1,194 1,048 0,912
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Totes les corbes que inclouen fosfomicina més teicoplanina van mostrar indiferéncia a

I’hora 6. Alguns exemples es resumeixen a continuacio:

Fosfomicina (FOS) + teicoplanina (TEI) envers HUB 2349
_ x 8145
7,957
7 6,988
E ______ —+ 6,480
s | =
e | = - ——6,005
5 | = -
e
°
- x--TEI 1/2x
—8—FOS 1/2x + TEI 1/2x
—a—FOS 1x + TEI 1/2x
-+-TEI 1x
—e—FOS 1/2x + TEI 1x
3 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
hores
Fosfomicina (FOS) + teicoplanina (TEI) envers ATCC 51916
7 i
__m 6349
— e 6,027
é - 5,993
@) ~—
LL ‘‘‘‘‘‘
:) T -
o | T~ T
o |\ T~ T
- ~=+4,848
—8—FOS 1/2x + TEl 1/2x
- - TEI 1/2x 4,255
—e—FOS 1x + TEI 1/2x
-+ -TEl 1x
——FOS 1/2x + TEIl 1x
3 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

hores
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Objectius 4.1. - 4.2. - 4.3. La informacio referent a 1’eficacia de fosfomicina i teicoplanina

soles i en combinacid en el conill envers la soca HUB 2349 (a) i ATCC 51916 (b) es

representa a continuacié en grafiques concentracid-temps.

log ufc/ml

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
temps (hores)

—e - Fosfo 300 mg/kg/6h - @ - Teico 15 mg/kg/d —=a—Fosfo + Teico

log ufc/ml

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
temps (hores)

124



Resultats

Per ambdues soques, es va observar concordanga entre els resultats in vitro i els obtinguts
en el model animal en els que¢ I’addici6 de fosfomicina no va suposar una millora
significativa en D’activitat de la teicoplanina en solitari. En canvi, I’aparicié6 de mutants
resistents en les corbes de letalitat que incorporaven fosfomicina sola o combinada no es

va correlacionar amb 1’efecte protector que la combinacid va demostrar en el conill.

Respecte ’activitat inflamatoria que es va generar en LCR, I’administracio de teicoplanina
combinada amb fosfomicina davant d’ambdues soques va produir uns nivells de leucocits,
lactat 1 proteina menors que els obtinguts amb les monoterapies sense que les diferéncies
fossin estadisticament significatives. A continuacio es detallen els valors dels parametres

inflamatoris per ambdues soques.
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Nivells de leucocits (cel-lules/ul), lactat (mmol/l) 1 proteina (g/l) en el LCR de conills tractats amb fosfomicina i teicoplanina en solitari i en

combinacio. Les dades es representen en mitjana + desviacio estandard.

Parametre

HUB 2349 ATCC 51916 HUB 2349 ATCC 51916 HUB 2349 ATCC 51916
6 9080 + 9009 2733 £ 2105 5649 + 2909 2080 £ 2702 3953 + 2882 1865 + 1853
24 4148 + 3960 9094 + 6763 7956 + 6751 4696 + 6666 3800 + 3243 2114 + 3085
26 4587 + 3549 5321 £ 5121 8435 + 4757 3036 + 2694 2628 £ 2950 2144 + 2858
6 6,94 £1,12 6,68 £ 2,06 6,46 £ 1,62 5,84 £2,78 5,44 £ 1,64 4,16 £ 2,27
24 4,37 + 1,17 4,41+ 2,63 4,07 £ 2,11 2,60 £ 0,91 3,16 £ 0,48 2,45+ 0,91
26 5,05 +1,27 4,27 £ 1,96 4,26 £ 1,77 4,99 £ 2,38 2,98 + 0,65 3,67 +1,87
6 2,64 £1,33 2,78 £1,34 2,20£0,99 2,48 £ 1,45 1,90 £ 1,22 2,02+1,12
24 1,92 £ 0,87 1,79 £ 0,68 1,98 £ 0,73 1,70 £ 0,90 1,60 £ 0,88 1,12 £ 0,64
26 2,38+1,15 2,24 £0,82 1,96 £ 0,70 2,16 £ 1,42 1,70 £ 0,96 1,67 £ 1,08
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Discussio

Potencial virulent i activitat inflamatoria associada a S. pneumoniae ATCC 51916 en

el model experimental.

El disseny d’aquest estudi presentava un repte primerenc: posar a punt un model de
meningitis amb un pneumococ amb una CMI a C3G de 16-32 pg/ml. L’abseéncia de
treballs que utilitzessin soques amb un grau de resisténcia tan elevat feia I’estudi més

atractiu pero alhora anunciava un futur incert.

Els resultats obtinguts en la primera linia d’investigaci6 en animals control inoculats amb
dos aillaments clinics de serotip 23F pero amb diferent patrd de sensibilitat a B-lactamics
indiquen que I’adquisicié de resisténcia no suposa una peérdua de viruléncia per aquests
dos pneumococs. Ambdues soques es van mostrar patogenes en el conill assolint
concentracions de 10° ufc/ml i activant una resposta inflamatoria en el LCR que
conjuntament van derivar en una mortalitat d’entre el 30-78% dels animals. Tot i que el
nombre de soques incloses en 1’estudi €s baix, aquesta troballa divergeix dels resultats
obtinguts en un model de peritonitis murina en el qué de 50 aillaments clinics de
pneumococ amb serogrups tipicament invasius i resistents (9, 14, 19 i 23) cap soca va
mostrar viruléncia (entesa com una Dosi Letaljgg < 10° ufc/ml amb un indcul
intraperitoneal)®®. Un factor a considerar per a poder explicar aquestes diferéncies seria el
tipus d’infeccid6 pneumococica estudiada. La meningitis, com a infeccio localitzada,
constituiria un bon exemple d’infeccido on es podria evidenciar de forma més clara una
possible associacio entre resisténcia i viruléncia ja que I’accié del sistema immune es
veuria molt compromesa per un accés limitat a 1’espai subaracnoidal i el pneumococ,

independentment de la seva capacitat invasiva, podria multiplicar-s’hi amb facilitat.

Seguint amb aquesta hipotesi cal remarcar el fet que la soca amb major grau de resisténcia
a C3G presenti una cinética de creixement més lenta en el temps. El pneumococ resistent
aillat en mostres cliniques demostra tenir fitness biologic perque és capag de sobreviure
com a colonitzador, adquirir multiresisténcia, disseminar-se i causar malaltia en la
poblaci6. No obstant, els pocs casos clinics relacionats amb soques amb una CMI > 4
ng/ml*®*3 fan pensar en que I’adquisicid d’un elevat grau de resisténcia podria dificultar
el pas de comensal a patogen. En aquest sentit, el creixement i la viruléncia retardats en el
temps que hem pogut observar per la soca ATCC 51916 en el model animal propiciaria

que les defenses de I’hoste poguessin controlar ’aveng de la infeccio ja en les primeres
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etapes de la patogénia (abans de I’arribada del pneumococ al LCR) de manera que en

alguns casos la soca no esdevindria invasiva ni patogena.

Les diferéncies en la viruléncia (estudiada com a bacteriémia secundaria, activitat
inflamatoria 1 mortalitat final) de les dues soques no estan associades al serotip capsular.
En la literatura, la inoculacié de fragments de paret cel-lular de diverses soques va produir
diferéncies inflamatories respecte 1’edema cerebral®®. Per tant, a més a més dels epitops
que determinen el serotip, cada soca posseeix unes caracteristiques intrinseques a nivell de
composicié de LTA/TAs, patr6 de PBPs o proteines de superficie que sumades als factors
externs procedents de 1’hoste, produeixen un comportament totalment especific en el

procés que deriva en una infeccio.

La relacio entre I’adquisici6 de resisténcia a B-lactamics i la viruléncia del pneumococ és
una qiiestid prou complexa per no ser resolta categoricament amb aquest modest estudi.
Seran necessaris més treballs experimentals i el coneixement de noves molécules
implicades en la patogénia de la infeccid pneumocodcica per arribar a resoldre tots els
interrogants. La principal troballa d’aquest treball és que posa de manifest que les soques
amb elevat grau de resisténcia son patogenes en el model animal i per tant, ho podrien ser

en humans quedant aixi justificada la necessitat d’estudis d’eficacia antibiotica.

Eficacia terapéutica i resposta inflamatoria dels tractaments empirics recomanats en

la meningitis produida per S. pneumoniae ATCC 51916.

Una vegada establerta la patogenia de la soca ATCC 51916, es va prioritzar ’analisi del
paper de les combinacions empiriques actuals en la meningitis experimental per a

posterior comparaci6 amb I’eficacia de la fosfomicina sola i en combinacio.

Com ja hem assenyalat anteriorment, 1’éxit d’un tractament antibiotic en la meningitis
pneumococica rau en aconseguir una rapida esterilitzacié del LCR 1 contribuir el minim
possible a la resposta inflamatoria basal que ja es genera per accid del patogen2’72’73.
D’aquesta manera el pronostic del malalt millora i es redueix el risc de patir seqiieles
neurologiques. Per aquest motiu, en els estudis que engloben diferents pautes €s tan

important I’analisi de I’eficacia com la mesura dels parametres inflamatoris.
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El primer punt que deriva d’aquest treball 1 que ha estat comu per a totes les monoterapies
estudiades és que no suposarien una opcid terapeéutica segura davant d’'una soca amb un
patr6 de resisténcia com el de la soca ATCC 51916. L’eficacia variable que exhibeixen en
el model animal i que ocasiona I’aparici6 de recreixement bacteria/ fracas terapéutic es pot
relacionar amb causes diverses. D’altra banda, la modulacié de la resposta inflamatoria en

I’espai subaracnoidal és clarament significativa només en un dels antimicrobians estudiats.

Malgrat que la resisténcia a penicil-lina/amoxicil-lina en la soca d’estudi és de grau
intermedi, el tractament amb amoxicil-lina 300 mg/kg/6h no ha estat eficag. L’obtencid
d’uns nivells en LCR superiors a la CMI durant tot ’interval de dosificacié no ha estat
suficient per evitar el recreixement en alguns dels animals i només en el 37,5% dels casos

s’ha obtingut I’esterilitzacio del LCR a I’hora 24.

Tenint en compte els nivells de ceftriaxona assolibles en el LCR i la CMI de 32 pg/ml a
C3G que presenta aquesta soca, esperavem que ceftriaxona fos totalment inefica¢™’. El
pessim perfil farmacodinamic obtingut en els experiments de farmacocinética (t >CMI = 0
h) anunciava el fracas terapéutic que posteriorment s’ha reproduit en alguns conills. En la
resta d’animals, amb uns nivells d’antibiotic en LCR en el mateix rang, ceftriaxona 100
mg/kg/d ha mostrat una activitat bacteriostatica que podria ser deguda a un efecte subCMI
prolongat. En base a les propietats farmacodinamiques d’aquest antibiotic, creiem que el
nombre de fracassos terapcutics hauria estat superior en experiments de major durada.
D’altra banda, com a B-lactamic esperavem que provoqués una resposta inflamatoria de
gran magnitud perd inferior a la dels animals que no han rebut cap tractament™®. La manca
d’activitat envers aquesta soca explicaria la preséncia d’uns parametres inflamatoris
equivalents als del grup control. En definitiva, ceftriaxona no es pot considerar un
tractament efica¢ perque en cap cas ha aconseguit 1’esterilitzaci6 del LCR 1 perque la
importancia de la resposta inflamatoria molt probablement afavoriria 1’aparici6 de

seqiieles neurologiques.

Ens els nostres experiments, la variabilitat en la penetracié de vancomicina a través de la
BHE ha estat el factor determinant de la seva eficacia tal i com s’ha pogut comprovar en

121,144,155 - .
. En els conills en els que els

humans® i en altres treballs experimentals
parametres farmacodinamics AUC/CMB i t >CMI van ser optims (7/8), vancomicina 15
mg/kg/12h ha estat bactericida i ha aconseguit I’esterilitzaci6 del LCR. En 1’animal

restant, I’eficacia s’ha vist compromesa per una C,,,x en LCR tan sols dues vegades per
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sobre la CMI/CMB de la soca ATCC 51916 1 pel descens d’aquesta concentracid que a
I’hora 6 ja se situava per sota dels valors de la CMI/CMB. La seva acci6 sobre la sintesi
del peptidoglica del pneumococ justificaria I’elevada activitat inflamatoria que ha induit,

comparable a la dels animals control i a la dels tractats amb ceftriaxona.

L’activitat antipneumocodcica demostrada per ceftriaxona i vancomicina en monoterapia en
el model experimental es correlaciona amb els resultats de les corbes de letalitat.
Ceftriaxona estudiada a concentracions assolibles en LCR no ha inhibit el creixement in
vitro de la soca ATCC 51916. En canvi, vancomicina (> 0,25 ug/ml) ha estat bactericida
des de I’hora 6 tal i com s’ha descrit en altres estudis davant de pneumococs amb diferents

patrons de sensibilitat a B-lactémicsgo.

El cas de rifampicina €s excepcional. En primer lloc, I’efecte bacteriostatic advertit en les
corbes de letalitat (a concentracions de 0,25-1 pg/ml) no s’ha correspost amb 1’activitat
bactericida mostrada en el LCR del conill (amb uns nivells de 0,22 £ 0.15 pg/ml). Aquesta
discordanga en el comportament in vitro/in vivo de rifampicina s’ha descrit en altres

treballst3%142

perd no se’n coneix el motiu. En segon lloc, rifampicina en el model animal
ha estat capa¢ d’atenuar la resposta inflamatoria en el LCR essent la reduccid
estadisticament significativa envers els grups control i1 ceftriaxona. Aquestes dades
confirmen el potencial modulador que rifampicina ha exhibit en diferents models animals

Lo L . 147-149
de meningitis pneumococica

. Tots aquests avantatges confronten amb un obstacle:
la facilitat amb qué S. pneumoniae desenvolupa resisténcia a rifampicina quan aquesta
s’administra en monoterapia. En aquest treball, 1’aparicié de mutants resistents ha
esdevingut un fet molt freqiient en les corbes de letalitat a llarg termini (24 h), perd no
s’ha observat en el model animal. De ben segur la utilitzaci6 de més animals o la

prolongaci6 del experiment d’eficacia hauria posat de manifest algun fracas terapcutic

associat a resisténcia.

Amb el panorama desfavorable de les monoterapies, 1’estudi de les combinacions
antibiotiques es presentava prometedor des de dos punts de vista. D’una banda esperavem
obtenir una eficacia millorada respecte als antibiotics en solitari i de 1’altra, reduir el risc

de desenvolupament de resisténcies.

- - - 121 . 87
La sinergia demostrada en el model experimental " i en el LCR de nens”' envers soques

resistents a C3G ha propiciat que la combinacié de cefotaxima/ceftriaxona més
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vancomicina sigui unanimement recomanada pels experts com a tractament empiric de la
meningitis pneumocodcica en zones amb una elevada prevalenca de soques resistents. Els
experiments amb ceftriaxona més vancomicina han evidenciat un efecte additiu in vitro ja
mostrat en altres treballs**'®°. En el model animal, I’addici6 de vancomicina ha
incrementat 1’eficacia respecte les monoterapies aconseguint I’esterilitzacio del LCR en el
100% dels casos a I’hora 24 i ha conduit a una activitat inflamatoria menor que la
observada amb ceftriaxona en solitari. L’augment de 1’eficacia demostrat per la soca
ATCC 51916 1 que ja s’havia descrit en la meningitis pneumococica experimental
produida per soques amb una CMI <4 ug/ml a C3G** aniria a favor de la recomanacid
d’aquesta combinacié com a tractament empiric independentment del grau de resisténcia
a PB-lactamics. No obstant, la descripcid6 d’almenys un fracas terapéutic en I’area de
pediatria’ no ens permet ser categorics en les nostres conclusions. A més, I’addicio de
corticoides a la combinaci6 podria modificar la penetracié de vancomicina comprometent
la seva eficacia en adults. Aquests fets han de ser considerats com un missatge que alerta
de I’abséncia d’un tractament universal que compleixi la maxima efectivitat i ens ha

d’encoratjar en la recerca de noves alternatives terapeutiques.

La discrepancia entre 1’escassa activitat in vitro i 1’efecte bactericida in vivo es repeteix
quan rifampicina s’estudia en combinacié amb ceftriaxona o vancomicina. La indiferéncia
que hem observat en les corbes de letalitat amb rifampicina més ceftriaxona/vancomicina
ja s’ha descrit en altres ocasions™. En el model animal, ambdues terapies han aconseguit
esterilitzar el LCR en el 100 % dels conills a les 24 h i I’addici6 de rifampicina ha modulat
la resposta inflamatoria basal que es genera amb els dos antibiotics en monoterapia.
Alguns estudis experimentals han demostrat que [’administracié conjunta amb
dexametasona no modifica els nivells de rifampicina en LCR pel queé aquestes
combinacions s’han recomanat com opcions especialment segures en adults si s’afegeixen

. .1 100,120,144,162
corticoides!00:120:144.162

La principal limitacidé que presenten aquestes combinacions rau en el desenvolupament de
resisténcia, fet ben conegut perd poc citat, que condiciona la inclusié de rifampicina en el
tractament de la meningitis malgrat la bona activitat antipneumococica que presenta. En
I’associacié amb ceftriaxona, es donaria una situacié on la cefalosporina actuaria en
monoterapia de manera que la seva activitat es veuria compromesa envers soques

resistents a C3G. En la combinacié amb vancomicina, el glicopéptid actuaria sol amb la
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possibilitat que els nivells fossin erratics 1 no es donés una esterilitzaci6 inmediata del

LCR.

Per a fer front a aquesta adversitat alguns experts han aconsellat 1’as d’una triple

. ., . , . .. , .. 81 . . .y .
combinacid (ceftriaxona més rifampicina més vancomicina) . Atés que l’experiéncia
clinica és nul‘la, I’inica informacié disponible és la que deriva del model animal: aquesta
triple terapia no va suposar una millora en I’eficacia que les combinacions de dos

antibiotics havien exhibit vers una soca amb una CMI a C3G de 4 ug/mllzo.

En el nostre estudi, la utilitzacié de rifampicina en combinaci6é no ha previngut 1’aparicid
de mutants resistents in vitro, pero si que ha manifestat un efecte protector en el model
animal. En la literatura, un sol treball en nens mostra que la combinacid ceftriaxona més
rifampicina va augmentar significativament 1’eficacia respecte les monoterapies envers
dues soques de S. pneumoniae resistent®”. Tanmateix, la curta durada de I’estudi (6 h) no
permet valorar un possible efecte protector de la combinaci6. L’experiencia clinica amb

5,11,86,162

rifampicina més vancomicina, més amplia en nens que en adults , confirma

I’eficacia 1 la prevenci6 de I’aparici6 de resisténcia exhibits en el model

: 121,144
experimental )

Les combinacions que inclouen rifampicina resulten atractives per la seva eficacia que no
es veu modificada en preséncia de dexametasona, 1 per ’efecte atenuant que exerceixen
sobre la cascada inflamatoria. Els nostres resultats s’adhereixen a les bones expectatives
que altres estudis han generat, perd no pretenen extreure conclusions definitives. Fins que
no disposem de més series cliniques amb idéntics resultats, considerem que un possible
augment de la CMI a rifampicina és un aspecte a tenir en compte abans d’incloure

rifampicina en el tractament de meningitis per soques resistents.

Eficacia i influéncia en els parametres inflamatoris de fosfomicina combinada com

una_alternativa terapéutica en el tractament de la meningitis pneumococica

produida per sogues resistents a B-lactamics.

. L. cacia i it
Les primeres noticies sobre ’aplicaci6 de fosfomicina en el tractament de meningitis
pneumococica es remunten a finals dels anys setanta, quan Sicilia 1 col-laboradors van
publicar una série de dotze casos clinics en els que 1’associaci6 entre fosfomicina i un dels

tres antibiotics seglients: ampicil-lina, gentamicina o penicil-lina, va aconseguir
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I’esterilitzacié del LCR en tots els pacients126

. L’estudi es basava en I’ampli espectre
d’activitat de fosfomicina que inclou la majoria de bacteris causants de meningitis i en
I’excel-lent farmacocinética que la caracteritza i que es tradueix en una uni6 a proteines
practicament inexistent, un ampli volum de distribuci6 que comprén una elevada
penetracio en LCR, 1 una escassa toxicitat en humans. Més endavant el mateix grup va

publicar una nova série de dotze pacients amb meningitis bacteriana en els qué la

combinaci6 de fosfomicina més ampicil-lina o penicil-lina es va mostrar efectiva®®’.

A finals dels anys 80, dos reculls de 16 i 13 pacients, respectivament, amb meningitis per
diversos patogens (entre ells, S. pneumonie), van mostrar 1’eficacia de la combinacid
fosfomicina més ceftriaxona que va aconseguir l’eradicaci6 del patogen en tots els

135,136
casos .

Amb uns resultats prometedors, I’interés sobre el potencial terapeutic de la fosfomicina en
la meningitis s’ha mantingut intermitent en el temps. L’associacid de fosfomicina 1 [3-
lactamic davant de pneumococ resistent a penicil-lina ha estat el focus d’estudi d’alguns
treballs que han reproduit in vitro D’efecte additiu i la sinergia observats en

127,133,134,171

humans . D’altra banda, han proliferat alguns estudis experimentals que han

valorat positivament 1’activitat d’aquesta combinaci6 enfront S. pneumoniae amb diferent

sensibilitat als B-lactamics en un model de coagul de fibrina*"**"3,

D’entre els pocs estudis de meningitis experimental publicats, destaquem el primer 1 fins
fa poc, unic treball en meningitis pneumococica. Nau i col-laboradors™® van declinar la
utilitzacio de fosfomicina en solitari per la baixa activitat que, a dosis de fins a 160
mg/kg/h (i nivells en LCR de = 350 pg/ml), va demostrar en el model en conill. D’altra
banda, resulta una mica sorprenent que aquests investigadors no esmentin en cap moment
el problema de la resisténcia en el seu refas a I’opcidé en monoterapia ja que €s un fet ben

conegut que s’ha descrit in vitro'™.

Quan es comercialitza un antibiotic comencen les preocupacions pel possible
desenvolupament i disseminaci6 de resisténcia. Des de que la fosfomicina va aparéixer al
mercat, han transcorregut més de trenta anys i avui la majoria dels pneumococs segueixen

132,175,176 , .. T
. No obstant, 1’us de fosfomicina en solitari facilita

essent sensibles a fosfomicina
I’adquisicié de resisténcia durant el tractament. Uns valors de CMI < 16 pg/ml 1 > 64

png/ml son els punts de tall que estableixen que una soca és, respectivament, sensible 6
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resistent a fosfomicina

. L’altra limitacid que presenta és 1’elevat valor de la CMI del
pneumococ a fosfomicina que a més augmenta proporcionalment amb la perdua de
sensibilitat a penicil-lina. En general les soques que sén sensibles a penicil-lina es
caracteritzen per una CMI a fosfomicina que oscilla entre 1 i 8 pg/ml, mentre que les

soques resistents tenen una CMI superior d’entre 8 i 64 ug/m1126'128’134.

Amb aquestes premisses, la inclusio de dues soques de S. pneumoniae amb diferent patrd
de resistencia a penicil-lina i fosfomicina ens ha permes explorar les diferents possibilitats

terapeutiques de la fosfomicina sola i en combinacio.

En els nostres experiments, ’aparicié de mutants resistents in vitro ha esdevingut un fet
freqiient per ambdues soques, perd en el model animal només s’ha detectat
desenvolupament de resisténcia en la soca HUB 2349. Aquest fet diferencial entre les dues
soques in Vivo respondria al baix nombre d’animals per grup terapéutic més que a un
efecte protector de la fosfomicina envers la soca ATCC 51916 tot i que tenir una CMI
elevada a fosfomicina podria predisposar a una major facilitat a I’hora d’adquirir

resisténcia.

Respecte a ’activitat, fosfomicina s’ha mostrat eficag davant de la soca ATCC 51916
(CMI/CMB a fosfomicina: 4/32 ug/ml) essent bactericida en les corbes de letalitat i en el
model animal on va aconseguir ’esterilitzaciéo del LCR en tots els conills. Aquesta gran
efectivitat es correspon amb un valor de la C,.x en LCR vuit vegades per sobre la CMI
que alhora reprodueix 1’excel-lent penetracié antibiotica a través de la BHE (amb uns
valors propers al 50%) anteriorment citada?®*?"1"® 1 ’activitat davant de la soca HUB
2349 (CMI/CMB a fosfomicina: 16/64 ug/ml) ha estat menor degut a I’apariciéo de
fracassos terapeutics per adquisicid de resisténcia i per uns nivells reduits en LCR, tan sols

dues vegades per sobre la CMI.

Les propietats farmacodinamiques de la fosfomicina en les infeccions del SNC no es
coneixen en profunditat. Alguns autors han suggerit un comportament temps-dependent a

partir d’estudis in vitro amb S. aureus'*®

. Les conclusions del nostre estudi indiquen un
comportament dependent de concentracio tal i com es va suggerir en ’estudi de Nau et al.
en la meningitis pneumococica experimental en el que va ser necessari obtenir una Cp,x de
fosfomicina d’almenys deu vegades la CMI de la soca per evidenciar activitat

P ) ., . N . . ..
bactericida'®®. Aixi doncs, dins dels parametres que es correlacionen millor amb I’activitat
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de fosfomicina en la meningitis pneumococica hauriem de considerar la relacid Cyax/CMI
maxima i tenir en compte la CMI del pneumococ com a factor determinant de ’activitat
que a més, podria afavorir el desenvolupament de resisténcia. Amb els nostres resultats
creiem que s haurien de modificar els criteris que estableixen la resisténcia a fosfomicina
per a S. pneumoniae, de manera que en infeccions meningies ¢l punt de tall indicador de

resisténcia fos una CMI > 16 pg/ml.

D’altra banda, el mecanisme d’accié de fosfomicina a nivell de sintesi de paret cel-lular
justifica D’activitat inflamatoria equivalent a 1’observada amb els grup control i

ceftriaxona.

Confirmades les limitacions de 1’as de fosfomicina en solitari amb els nostres resultats in
vitro/in vivo, el seu paper en el tractament de la meningitis es centra com a part d’una
combinacid. L’excel-lent difusié en LCR ja va animar als clinics a utilitzar-la als anys
setanta. Posteriorment ’efecte additiu i la sinergia in vitro han constituit la millor

plataforma per a fomentar els estudis experimentals.

En base a una activitat augmentada envers les monoterapies, Nau et al. van proposar una
possible aplicacié de fosfomicina en la practica clinica com a tractament combinat amb
ceftriaxona en casos en que 1’s d’una cefalosporina fracassés'®®. En el nostre treball, la
combinacié de fosfomicina més ceftriaxona s’ha mostrat bactericida, sinérgica i amb
efecte additiu unicament davant de la soca HUB 2349. L’elevat nivell de resisténcia a
ceftriaxona que caracteritza a la soca ATCC 51916 ¢és el responsable que 1’associacio
fosfomicina més ceftriaxona tingui la mateixa activitat que fosfomicina en solitari. En el
model animal, fosfomicina més ceftriaxona ha esdevingut la combinacié més eficag envers
les dues soques, amb una activitat superior a I’observada amb el tractament estandard de
ceftriaxona més vancomicina. Fosfomicina més ceftriaxona, amb efecte bactericida des de
les 6 h, ha aconseguit esterilitzar el LCR de tots els conills inclosos en I’estudi 1 reduir els

parametres inflamatoris.

L’eficacia de la pauta antibiotica fosfomicina més vancomicina no ha estat tan estudiada.
Només un treball in vitro va descriure que ’activitat de vancomicina no es va veure
modificada per I’addicié de fosfomicina enfront 26 soques de pneumococ resistent a

143

penicil-lina™™. L’experiéncia clinica es limita a un cas de meningitis pneumococica en

adult que no va respondre a un tractament amb cefalosporines de tercera generacio i que es
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va curar amb vancomicina més fosfomicina’’®. L’escassa informacid disponible a la
literatura fa dificil valorar els nostres bons resultats amb aquest tractament. La sinergia
envers la soca HUB 2349 i I’efecte additiu davant de la soca ATCC 51916 observats in
vitro es correlacionen en el model animal amb una activitat incrementada respecte les
monoterapies enfront de les dues soques. La utilitzacié conjunta d’ambdoés esterilitza el

LCR de tots els conills i atenua la resposta inflamatoria induida per les monoterapies.

L’activitat bactericida de teicoplanina 15 mg/kg/d ha estat confirmada en el nostre model
experimental d’acord amb uns parametres farmacodinamics favorables per ambdues
soques. Malgrat ser I’antibiotic amb menor difusi6 en el LCR dels conills (2,3%), la baixa
CMI dels dos pneumococs implicats ha permes assolir un quocient Cp,,/CMI > 30, i
mantenir uns nivells d’antibiotic per sobre de la CMI durant tot I’interval de dosificacio.
Aquest comportament es correspon amb els resultats in vitro en els qué teicoplanina a
unes concentracions d’entre 0,12 1 0,48 pg/ml s’ha mostrat bactericida. La concordanga de
les dades es repeteix quan s’estudia la combinacié amb fosfomicina que no suposa una

millora en I’activitat de la teicoplanina en solitari.

Les tres combinacions amb fosfomicina incloses en aquest treball han complert les dues
condicions Sine qua non per a poder ser considerades com a alternatives en el tractament
de la meningitis pneumococica: han aconseguit la rapida esterilitzacié del LCR en el
100% dels casos 1 han modulat la resposta inflamatoria. A més, han exercit un efecte

protector evitant I’emergéncia in vivo de resisténcia a fosfomicina per ambdues soques.

No obstant, el benefici més destacat que pot aportar una combinacid envers les
monoterapies €s una major activitat. En base als nostres resultats, 1’associacié fosfomicina
més teicoplanina no es pot tenir en compte com a una opcid terapéutica adequada en la

meningitis pneumococica.

D’altra banda, si que considerem apropiat recomanar 1’addici6 de fosfomicina a
ceftriaxona en pacients ens els que el tractament amb la cefalosporina hagi fracassat, en
casos d’intolerancia a glicopeptids o en pacients amb insuficiéncia renal. A més,
proposem 1’addicié de fosfomicina a vancomicina com alternativa empirica en pacient
al-lergics a B-lactamics. A les nostres interpretacions hem d’afegir dos aspectes positius
perd no confirmats en aquest estudi. En primer lloc, el fet que ceftriaxona i fosfomicina

actuin sobre la sintesi de la paret cel-lular bacteriana perd en etapes diferents reflectiria
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I’abséncia de resisténcia creuada entre ambdds antimicrobians. I segon, 1’adequada
penetracio de fosfomicina en preséncia de meninges no inflamades™®® asseguraria una

difusi6 independent de 1’Gs adjuvant de dexametasona.

Resulta curids que en I’nic treball de meningitis pneumocdcica experimental publicat
s’advertis de la possible competéncia entre fosfomicina i rifampicina com a acompanyant
de la cefalosporina en el tractament de meningitis pneumococica causada per una soca
resistent ja que en base als nostres resultats hem pogut observar certs paral-lelismes en el
comportament d’ambdos antimicrobians*?®. Com ha succeit amb rifampicina, la utilitzacié
de fosfomicina en combinacié ha evitat el desenvolupament de resisténcia en el model
animal perd no en les corbes de letalitat. Aquest fet limitara I’aplicacio directa de les
combinacions de fosfomicina de la mateixa manera que ocorre amb les combinacions amb
rifampicina. No obstant, la manca de casos en els que s’hagi descrit aparicid de resisténcia
durant el tractament combinat amb fosfomicina sumada a la bona activitat que aquestes
pautes han demostrat en el model experimental refor¢a les nostres conclusions de
considerar-les com a opcions terapéutiques en el tractament de meningitis pneumococica

deguda a soques resistents.
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Les dues soques de S. pneumoniae amb serotip 23F incloses en aquest estudi han
demostrat la seva patogenicitat en ser capaces d’induir meningitis en el model
animal. Per tant, ’adquisicié de resisténcia no ha suposat peérdua de viruléncia en

cap dels dos aillaments.

En el model de meningitis experimental, les dues dues soques han presentat
diferéncies respecte la viruléncia i respecte la corba de creixement en el LCR de

conills. Aquestes divergencies no estan associades al serotip capsular.

L’aparici6 de fracassos terapcutics i el desenvolupament de resisténcia
desaconsellen I’us de ceftriaxona, fosfomicina, rifampicina i vancomicina en solitari
en el tractament de la meningitis pneumococica deguda a soques resistents a

cefalosporines de tercera generacio.

Les combinacions ceftriaxona més vancomicina, ceftriaxona més rifampicina i
vancomicina més rifampicina s’han revelat com a tractaments eficacos en la
meningitis pneumococica per una soca amb un grau elevat de resisténcia a
cefalosporines de tercera generacid, tant per la millora de I’eficacia com per

I’atenuaci6 de la resposta inflamatoria en el LCR respecte a les monoterapies.

Els nostres resultats amb ceftriaxona més vancomicina i vancomicina més
rifampicina reforcen les recomanacions dels experts en el tractament empiric de la
meningitis pneumocdcica, i proporcionen una base experimental per a que aquestes

recomanacions s’apliquin sigui quin sigui el nivell de resisténcia a B-lactamics.

La fosfomicina amb una elevada penetraci6 a través de la barrera hematoencefalica,
activa davant de pneumococ i amb una baixa toxicitat, pot ser un bon candidat en el

tractament combinat de la meningitis pneumococica.
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7. Els punts de tall que defineixen la sensibilitat de S. pneumoniae a fosfomicina no
son adequats en la infeccidé meningia. Caldria establir una CMI > 16 pg/ml com a

nou punt indicador de resisténcia.

8. La combinaci6 fosfomicina més ceftriaxona estaria especialment indicada en

pacients amb intolerancia a glicopeptids o amb insuficiéncia renal.

9. La combinacié fosfomicina més vancomicina pot constituir una opcid terapéutica

en pacients al-lérgics a B-lactamics.
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VIII. Annex






MEMORIA DESCRIPTIVA DEL PROCEDIMIENT

PROCEDIMENT DE RECERCA

1-TiTOL

Estudi experimental de la meningitis pneumococica produida per soques amb elevada resisténcia a
betalactamics: eficacia de combinacions amb diversos antimicrobians.

2 - OBJECTIUS

1. Determinar la capacitat inflamatoria, pel que fa a la pleocitosi, la produccié de lactat, laugment de
concentracié de proteines i la preséncia d'edema cerebral, de les soques amb elevada resisténcia a
betalactamics.

2. Determinar I'eficacia terapéutica, pel que fa a la disminucié en la concentracié bacteriana de: ceftriaxona +
rifampicina, ceftriaxona + teicoplanina, ceftriaxona + vancomicina, rifampicina + vancomicina vers 2 soques
amb elevada resisténcia a betalactamics i diferent patré fenaotipic.

3. Determinar I'existéncia de sinérgia in vivo en aquestes combinacions

3 - DECLARACIO SOBRE METODES ALTERNATIUS

Per métodes alternatius s’entenen aquells que no impliquen la utilitzacié d"animals, permeten reduir el nombre
d’animals a utilitzar o comporten un menor grau de patiment de |"animal.

Indiqueu els motius pels quals no es planteja aplicar un metode alternatiu al procediment proposat :

No existeix cap métode alternatiu al procediment proposat
. Existeixen metodes alternatius, perd no estan validats
. Desconeix si existeixen metodes alternatius

. Altres motius : (Especifiqueu-los detalladament)

4 - DESCRIPCIO DE LA MANIPULACIO DELS ANIMALS DE LABORATORI:

4.1. PROTOCOL D'ANESTESIA | ANALGESIA (Indiqueu productes, vies d’administracié i dosi)

4.1.a—ANESTESIA:

Pel procediment quirdrgic del ler dia i la inoculacié s'utilitza ketamina (35 mg/kg) i xilazina (5 mg/kg) que s’administren
via i.m.
Per I'extraccio de les mostres els conills s'anestesien amb ureta (1.75 g/Kg. s.c.) sense recuperacio de I'animal.

4.1.b —ANALGESIA:

Buprenorfina (0.05 mg/kg/12h s.c) durant tot el procediment.

4.2. PROTOCOL QUIRURGIC / EXPERIMENTAL - METODOLOGIA | DISSENY

Aguest procediment es realitza utilitzant el model de meningitis pneumococica en conill, establert per Dacey i Sande i que
segueixen diversos grups de recerca en malaties infeccioses, arreu del mén. Es el model que més ha contribuit a avancar
en el coneixement de la fisiopatologia de la meningitis bateriana i en I'estudi de les noves possibilitats terapéutiques.




SUPERVISIO DE L’ANIMAL: una vegada arriben a les instal-lacions, els animals sén estabulats durant una setmana per
controlar que no siguin portadors de cap malaltia. Durant tot el protocol de manipulacié, una vegada es treuen els animals
de la gabia, es fan una série d’observacions per assegurar una situacio basal adequada:

- aspecte general de I'animal: pelatge (color, volum), preséncia de ferides que es poden haver fet entre ells (en els cas que
sigui superficials, es curen amb alcohol i iode i es sotmeten a vigilancia durant tot I'experiment). En el cas que siguin greus
(no s’ha donat mai el cas en experiéncies previes) se sacrificaria I'animal.

- comportament de I'animal: postura de descans dins la gabia, mobilitat, crits quan es manipula. Els crits son signes de
dolor, si persisteixen, I'animal és sacrificat. Tota anomalia en quant a mobilitat (en una escala de del 0-3, quan I'animal
encara no ha estat inoculat, amb una disminucié en un grau >1 se sacrificaria a I'animal. Després de la inoculacio, una
disminucié en un grau >2 se sacrificaria a 'animal.

- aspectes concrets de I'animal: secrecié llagrimal excessiva amb inflamacié de la membrana nictitant. En funcié del grau
d’inflamacio, I'animal és directament sacrificat 0 es consulta al veterinari de I'estabulari.

-pérdua de pes: s’estudien les possibles causes. La presencia de diarrea seria un motiu per sacrificar I'animal. En altres
condicions es podrien administrar antibiotic per intentar millorar la situacié de I'animal, perd en el nostre experiment no
podem permetre interaccions entre diferents antibiotics

Durant el procés d'infeccid, tota complicacié que pugui apareixer, com per exemple: convulsions, hemorragies, diarrees, o
dificultats respiratories es considera criteri de punt final i 'animal és immediatament sacrificat amb una sobredosi de
pentothal (1ml i.v.).

PROTOCOL D’EXPERIMENTACIO:

El primer dia (dilluns), els conills s’anestesien amb 35 mg/Kg. de ketamina i 5 mg/Kg. de xylazina i.m. i es col-loca sobre el
crani una peca metal-lica, protegida i fixada per un casc de ciment acrilic. Aquesta peca metal-lica permetra fixar-los a
I'aparell d'estereocataxia i obtenir mostres seriades de LCR. Es ddna un seguiment i control post-operatori mitjangant
I'administracié de buprenorfina 0.05 mg/kg/12h. Després de la intervencio, ens assegurem que l'animal es recupera
totalment de I'anestésia i hi ha manca de crits quan el manipulem.

Vint-i-quatre hores després (dimarts) els animals es preparen per la fase d’inoculacié. Es molt important que I'animal es
trobi en una situacié basal adequada abans d'inocular-lo i iniciar-se el procés infeccios, per tal d'evitar qualsevol
incidéncia que pugui interferir en el desenvolupament de I'experiment. Els animals sén anestesiats amb la mateixa pauta
que el dia anterior i es col-loquen (anestesiats) en I'aparell d'estereoataxia. S'introdueix una agulla de puncié lumbar en
la cisterna magna, s' extreuen 200 pL de LCR i s'inoculen en I'espai subaracnoidal 10° ufc/mL (en un volum de 200 pulL)
de Streptococcus pneumoniae. Després de la inoculacid, ens assegurem que l'animal es recupera totalment de
I'anestésia i no presenta signes de dolor (pe: crits).

Divuit hores després (temps que cal esperar per a que la meningitis estigui totalment establerta), els conills s'anestesien
amb ureta (1.75 g/Kg. s.c. ). Quan els animals estan totalment anestesiats, s’extreu una mostra de sang d’un volum de
100 pL com hemocultiu per determinar la preséncia de bacteriéemia secundaria i es col-loca un catéter endovenos a la
vena marginal de I'orella. Es col-loquen de nou els animals a l'aparell d'estereoataxia i s'extreu una mostra de 200 pL
de LCR corresponent a I'hora 0. S'administra aleshores la 1a dosi d'antibiotic (1ml) via i.v. En els animals control,
s’administra 1 ml de sérum fisiologic via i.v.

A I'hora 2, s’extreu una mostra de LCR d’un volum de 300 uL. A I'hora 6, s’extreu una mostra de LCR d’'un volum de 200

pl.

Les dosis antibiotiquesseguents s'administren a diferents intervals segons I'esquema prefixat:

- CEFTRIAXONA i RIFAMPICINA cada 24 h

- VANCOMICINA cada 12 h.

Per a estudiar la corba d'eficacia de cada grup terapéutic, s’extreuen mostres de LCR a I'hora 24 (volum de 300 plL) i a
I'hora 26 (volum de 300 pL). A I'hora 26, els animals sén sacrificats amb una sobredosi de pentothal i.v.

Supervisio dels animals: durant els diferents temps horaris en qué hi ha presa de mostres (hores: 0, 2, 6, 24 i 26) i en el
cas que s’hagi de venir a tractar a la nit (hora 12) es realitzen controls de I'estat del animal (tots els abans citats en
l'apartat de Supervisi6 de I'animal, excepte els de mobilitat). S'assegura una correcta hidratacié dels animals
administrant serum fisiologic s.c. durant tot el procediment: a I'hora 2 s’administren 20 ml de SF, a I'hora 6 s’administren
40 ml de SF i a I'hora 24 s’administren 20 ml de SF. Si presenta cap complicacié és sacrificat amb una sobredosi de
pentothal (1ml i.v.).

Com a inocul s'utilitzen 2 soques de S.pneumoniae amb diferent susceptibilitat a betalactamics, procedents d'aillaments
clinics: soca HUB 2349 i soca Memphis.

formaran 5 grups terapeéutics: ceftriaxona + rifampicina, ceftriaxona + teicoplanina, ceftriaxona + vancomicina,
rifampicina + vancomicina, i control (inoculat perd no tractat).

Els experiments de tractament requereixen:
8 animals x 2 soques x 5 grups terapéutics = 80 conills




5- TRACTAMENTS

PRODUCTES UTILITZATS / TRACTAMENT POSTOPERATORI:

Els tractaments inclouran diferents antibiotics betalactamics, glicopéptids, rifamicines, sols i en combinacid.

RISC DE ZOONOSI: CATEGORIA DE RISC BIOLOGIC per Us de Streptococcus pneumoniae: Nivell 2

L'inocul es prepara en el Departament de Microbiologia i es transporta fins I'estabulari dins d’'un tub de vidre
que es col-loca dins d'un recipient especialment dissenyat per la manipulacié i transport de substancies
biologiques (BIOTAINER). El personal va vestit amb bata de laboratori, i utilitza en tot moment guants i
mascareta quirdgica. Amb unes xeringues esteérils, I'indcul s'injecta directament en cisterna magna, per tant, no
hi ha possibilitats de dispersi6 en el medi. Tot el material “contaminat” que s'utilitza durant el procés
d’'inoculaci6 es llenca a contenidors especials de color groc que posteriorment son recollits i incinerats.

Una vegada finalitzat el protocol de treball, els animals sén depositats en bosses i es col-loquen dins d'uns
contenidors, dins del congelador que l'estabulari té per animals morts. Aquests contenidors son recollits i
transportats fins la planta incineradora. El personal de neteja desinfecta les gabies en les intal-lacions que
I'estabulari té per aquest servei. El personal manipulador disposa d’'una pica amb Clorhexidina (antiséptic i
desinfectant comercialitzat amb el nom de Hibiscrub®), per rentar-se les mans abans d'abandonar les
instal-lacions.

TREBALL AMB ISOTOPS RADIACTIUS : NO

VIES D’ADMINISTRACIO / EXTRACCIO:  Administracié endovenosa dels antibiotics

6 - ANIMALS A UTILITZAR

Espécie Soca Sexe Pes Edat
Conill White New Zealand Femella 1,5-2 kg

NOMBRE TOTAL D'ANIMALS :

DURADA: 4 dies

FREQUENCIA :  4-8 per setmana

Indigqueu si s’ha consultat alguna persona experta en estadistica la idoneitat del disseny
experimental, del nombre d’animals a utilitzar i de les analisis estadistiques que s'aplicarien

|:| SI Nom i cognoms de la persona consultada:

NO Motius:

Experiéncia previa del nostre grup i bibliografia consultada en aguets model experimental.




7- DESTINACIO FINAL DELS ANIMALS

EN FINALITZAR EL PROCEDIMENT D'EXPERIMENTACIO :
[ ]ESTA PREVIST MANTENIR ELS ANIMALS AMB VIDA
ESTA PREVIST SACRIFICAR-LOS

EXPLIQUEU ELS MOTIUS :

PROTOCOL D'EUTANASIA EN CAS DE SACRIFICI :

Els animals es sacrifiquen amb una sobredosi de penthotal endovenos.

8 - INSTAL.LACIONS

INDIQUEU EL LLOC ON ES MANTINDRAN ELS ANIMALS DURANT EL PROCEDIMENT:

Instal-lacions de I'estabulari del Campus de Bellvitge.




MEMORIA DESCRIPTIVA DEL PROCEDIMIENT

PROCEDIMENT DE RECERCA

1-TiTOL

Estudi experimental de la meningitis pneumococica produida per soques amb elevada resisténcia a
betalactamics: estudis de farmacocinética antibiotica.

2 - OBJECTIUS

Determinar la capacitat de generar meningitis de soques amb resisténcia molt elevada a betalactamics.

2. Realitzar els estudis farmacocinétics amb els antibidtics (fosfomicina, rifampicina, ceftriaxona,
gemifloxacina, amoxicil-lina i teicoplanina), que posteriorment s'utilitzaran en els estudis d'eficacia
terapéutica en el tractament de la meningitis pneumococica produida per soques amb elevada resisténcia
a betalactamics.

3 - DECLARACIO SOBRE METODES ALTERNATIUS
Per métodes alternatius s’entenen aquells que no impliquen la utilitzacié6 d"animals, permeten reduir el nombre
d’animals a utilitzar o comporten un menor grau de patiment de I'animal.

Indiqueu els motius pels quals no es planteja aplicar un meétode alternatiu al procediment proposat :

No existeix cap métode alternatiu al procediment proposat
. Existeixen metodes alternatius, perd no estan validats
. Desconeix si existeixen metodes alternatius

. Altres motius : (Especifiqueu-los detalladament)

6 - ANIMALS A UTILITZAR

Espécie Soca Sexe Pes Edat
Conill White New Zealand Femella 1,5-2 kg

NOMBRE TOTAL D'ANIMALS :

DURADA: _3dies

FREQUENCIA :  4-8 per setmana




MEMORIA DESCRIPTIVA DEL PROCEDIMIENT

PROCEDIMENT DE RECERCA

1-TITOL

Estudi experimental de la meningitis pneumococica produida per soques amb elevada resisténcia a
betalactamics: eficacia de la fosfomicina sola 0 en combinacié amb diversos antimicrobians.

2 - OBJECTIUS

a betalactamics i diferent patré fenaotipic.

3. Determinar I'existéncia de sinergia in vivo en algunes combinacions

1. Determinar la capacitat inflamatoria, pel que fa a la pleocitosi, la produccié de lactat i la preséncia d’edema
cerebral, de les soques amb elevada resisténcia a betalactamics.

2. Determinar I'eficacia terapéutica, pel que fa a la disminuci6 en la concentracié bacteriana, nivells en seérum
i liquid cefaloraquidi, i poders bactericides, de fosfomicina, fosfomicina + amoxicil-lina, fosfomicina +
ceftriaxona, fosfomicina + rifampicina, fosfomicina + gemifloxacina vers 3 soques amb elevada resistencia

3 - DECLARACIO SOBRE METODES ALTERNATIUS

Per métodes alternatius s’entenen aquells que no impliquen la utilitzacié6 d"animals, permeten reduir el nombre
d’animals a utilitzar o comporten un menor grau de patiment de I"animal.

Indiqueu els motius pels quals no es planteja aplicar un métode alternatiu al procediment proposat :

No existeix cap métode alternatiu al procediment proposat
. Existeixen metodes alternatius, perod no estan validats
. Desconeix si existeixen metodes alternatius

. Altres motius : (Especifiqueu-los detalladament)

6 - ANIMALS A UTILITZAR

Espécie Soca Sexe

Pes

Edat

Conill White New Zealand Femella

1,5-2 kg

NOMBRE TOTAL D’ANIMALS :

DURADA: 3dies

FREQUENCIA :  4-8 per setmana




