)
N

T

=

UNIVERSITATo:
BARCELONA

Estudios de eficacia antimicrobiana
frente alainfeccion de cuerpo extrafio por
Staphylococcus aureus: aplicacion de un modelo
in vivo y un modelo dinamico in vitro

Cristina El Haj Hidalgo

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacié de les seglients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Diposit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual Unicament per a usos privats emmarcats en activitats
d’investigaci6 i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb finalitats de lucre ni la seva difusié i posada a disposicio
des d'un lloc alié al servei TDX ni al Diposit Digital de la UB. No s’autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra
0 marc alie a TDX o al Diposit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacié de
la tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB (diposit.ub.edu)
ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual inicamente para usos privados enmarcados en
actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproduccién con finalidades de lucro ni su difusion y puesta a
disposicién desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza la presentaciéon de su
contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta reserva de derechos afecta
tanto al resumen de presentacién de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de partes de la tesis es obligado
indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the TDX
(www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the intellectual
property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not
authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository. Introducing
its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not authorized (framing). Those
rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or citation of parts of the thesis
it's obliged to indicate the name of the author.




UNIVERSITAT e
i+ BARCELONA

UNIVERSIDAD DE BARCELONA
Facultad de Medicina

Departamento de Ciencias Clinicas

Estudios de eficacia antimicrobiana frente a la infeccion de

cuerpo extraino por Staphylococcus aureus: aplicacion de un

modelo in vivo y un modelo dindmico in vitro

Memoria presentada por
Cristina El Haj Hidalgo

Para optar al grado de Doctora

Barcelona, abril 2017


Central
UB derecha





El Dr. Javier Ariza Cardenal, Catedratico de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Barcelona y el Dr. Oscar Murillo
Rubio, médico adjunto del Servicio de Enfermedades Infecciosas
del Hospital Universitari de Bellvitge, hacen constar que la tesis

doctoral titulada

“Estudios de eficacia antimicrobiana frente a la infeccién de
cuerpo extraino por Staphylococcus aureus: aplicacion de un

modelo in vivo y un modelo dindamico in vitro”

que presenta la licenciada Cristina El Haj Hidalgo ha sido

realizada bajo su direccién en la Facultad de Medicina del
Campus de Bellvitge, Universidad de Barcelona, la consideran
finalizada y autorizan su presentacion para que sea defendida

ante el tribunal que corresponda.

En Barcelona, abril 2017

Dr. Javier Ariza Cardenal Dr. Oscar Murillo Rubio






Esta tesis se ha realizado con el apoyo econémico de

Red Espaiiola para la Investigacion en Patologia Infecciosa

Los estudios han sido financiados por el
Fondo de Investigaciones Sanitarias

Ministerio de Sanidad

Beca FIS 10/01001 (2011-2013) y FIS 13/00550 (2014-2017)






A mis padres y a mi hermano,






Discovery consists of seeing what everybody has seen,
and thinking what nobody has thought.

Albert Szent






AGRADECIMIENTOS

La memoria aqui presentada es el fruto de los trabajos realizados durante un largo
trayecto en los que han participado de forma directa o indirecta muchas personas sin
las cuales no hubiera sido posible. Y aunque esta etapa se acaba, me llevo conmigo
cantidad de recuerdos, experiencias, alegrias y un largo etcétera que engloban 5 afios
en el Laboratorio de Infeccidn Experimental, donde llegué con la idea de realizar unas
practicas de master y tuve la suerte de incorporarme a un grupo de investigacion dirigido
por dos grandes médicos, cientificos, docentes y personas que me despertaron el interés
y entusiasmo por el mundo de la investigaciéon. Mi agradecimiento al Profesor Javier
Ariza y al Dr. Oscar Murillo por aceptarme para realizar esta tesis bajo su direccién.
Xavier, la meva admiracié i el meu agraiment infinit. Gracies per confiar en mi i donar-
me la oportunitat de formar part d’un projecte d’investigacié. No puc passar per alt la
dedicacio constant i el suport que m’has transmés. T'estaré sempre agraida per formar-
me al moén de la investigacid, amb rigor i esperit critic, perd també amb un entusiasme
contagids que ha fet que tingués curiositat, ganes de fer experiments i de saber més.
Gracies per compartir els bons moments i en els no tant bons animar-me a continuar
endavant, per fer-me creure en la “magia”, que no se sap com sempre apareix. Pels teus
consells inavaluables tan professionals com personals. Al Dr. Oscar Murillo, per
introduir-me al mén dels biofilms i explicar-me la historia que hi ha darrera de cada
experiment. El meu més sincer agraiment per |'encertada orientacié que ha permeés un
bon aprofitament del treball realitzat, per escoltar els dubtes i ajudar-me a resoldre’s.
També per la teva disponibilitat, paciéncia i recolzament en tot moment. Sense la teva
ajuda i suport no hagués estat possible. Tots dos m’heu ensenyat la ciéncia i a fer ciéncia

d’una manera que hauria de ser exemple de tots.

A la Dra. Carmen Cabellos per confiar en mi des del principi, per fer-me sentir una més
al laboratori i sobretot per fer-me veure el costat positiu de les coses. Carme moltes

gracies.

A tot I'equip “bone team”. En especial a Alba i a Joan, companys en aquesta “aventura”
al mén dels reactors. Per tot el que hem rigut, xerrat i viscut, gracies!! A Jaime, por
ayudarme en los inicios y siempre estar dispuesto a echar una mano. A Carmen por

cederme el testigo y a Kevin por su ayuda y entusiasmo diario.



A la Dra. Carmen Peiia per donar-me anims i a Silvia por compartir las largas horas de

laboratorio durante su estancia.

A tot I'equip del Servei de Microbiologia. A la Dra. M2Angeles Dominguez y Jordi Camara
por su colaboracion. A la Dra. Fe Tubau pel seu recolzament continuo. Gracies Fe per
tota la teva ajuda i suport, perqué he sigut “molt pesada” i sempre m’has rebut amb un

somriure. Gracies també per compartir les celebracions amb mi.

A Sara Marti i a Josep Maria Sierra per aclarir-me dubtes sobre els biofilms. A Susana
Arnedo por abrirnos las puertas del Departamento de Anatomia Patoldgica, por su
amabilidad y su ayuda y al Dr. Ribera per la seva col-laboracié amb les fotografies al

microscopi.

A la Dra. Nuria Lloberas per la seva col-laboracié activa. Gracies Nuria per ensenyar-me
el mén de la farmacocinética, per la teva paciéncia, disponibilitat i amabilitat, per ajudar-
me amb els nivells de cotrimoxazol, per les converses sobre investigacio i la vida, per

animar-me a continuar.

Atodo el personal del Estabulario de Bellvitge, en especial a Pilar y a Pedro. Pilar, gracies
pel teu entusiame, per ajudar-me als meus inicis amb els animals. Pedro, cdmplice
indispensable, agradecerte de corazén toda tu ayuda y dedicacion. Mil gracias por todo,
por estar conmigo las largas horas de estabulario, por hacerlo todo mas facil, por estar

dispuesto siempre a echarme una mano. Sin ti no hubiera sido posible.

I am deeply grateful to Dr. Sendi and Corinne Ruppen for giving me the opportunity to

work with them and expand my knowledge about foreign-body infections.

A Mireia, companya durant molt temps al laboratori i amiga. Gracies per la teva ajuda i
suport tant ara, tot i la distancia, com al comengament, per ser un equip, per compartir

hores al laboratori i milers d’histories.

A tots els estudiants en practiques des dels inicis, en especial a Jordi i Ariadna, dels quals

em vaig emportar la seva amistat.

A Eli i a Paula pel seu suport constant, per escoltar-me i compartir experiéncies. Agrair
també a tot el equip del laboratori de Nefrologia i Endocrino: Pere, Gema, Cristian, Elia,

Noelia, Claudia, Cristofer per estar sempre disposats a donar un cop de ma, pels riures,



perqué les hores sola al laboratori haurien sigut dificils sense vosaltres. A Nuria por
compartir conmigo horas de estabulario, por las conversaciones entre operacién y

operacion, gracias!

Esta tesis, como no podria ser de otra manera, la comparto con mis padres y mi
hermano. Sin ellos no estaria aqui. Gracias por ensefiarme a ser constante, por
apoyarme en todo momento, por escucharme y aconsejarme, por las idas y venidas al
laboratorio dia si y dia también, por entenderme. Por estar conmigo en las situaciones

dificiles, por hacerme confiar en mi misma y compartir las alegrias. Esta tesis es vuestra.

A mis abuelos, referencia continua en mi vida, y a mi tio Carlos, porque alld donde estén
estaran orgullosos. A mi prima Estefania y a mi tia Carmen por escucharme y

respaldarme en todo momento.
| want to thank the whole family, uncles, aunts and cousins for their constant support.

Als amics d’ara i de sempre, per entendre’m sobretot en aquesta etapa final, en especial
a Pol, per les llargues converses sobre investigacié i la vida. Per aconsellar-me i animar-

me, per les convivencies. Ja ho tenim!






PRODUCCION CIENTIFICA

Los resultados de la presente tesis doctoral han sido previamente publicados en

revistas cientificas y comunicados en congresos.

Publicaciones en revistas

1. El Haj C, Murillo O, Ribera A, Vivas M, Garcia-Somoza D, Tubau F, Cabo J, Ariza J.
2014. "Comparative efficacies of cloxacillin-daptomycin and the standard cloxacillin-
rifampin therapies against an experimental foreign-body infection by methicillin-

susceptible Staphylococcus aureus”. Antimicrob Agents Chemother; 58:5576-80.

2. El Haj C, Murillo O, Ribera A, Vivas M, Garcia-Somoza M, Tubau F, Cabo J, Ariza J.
2015. “Daptomycin combinations as alternative therapies in experimental foreign-
body infection caused by methicillin-susceptible Staphylococcus aureus.” Int )

Antimicrob Agents; 46:189-95.

3. El Haj C, Murillo O, Ribera A, Garcia-Somoza M, Tubau F, Cabellos C, Cabo J, Ariza
J.2017. “The anti-biofilm effect of macrolides in a rat model of S. aureus foreign-body

infection: Might it be of clinical relevance?”. Med Microbiol Immunol; 206:31-39.

4. El Haj C, Ribera A, Lloberas N, Tubau F, Fontova P, Ariza J, Murillo O. “Drawbacks

of the use of cotrimoxazole in foreign-body infections”. Enviado para publicacién.

Comunicaciones en congresos:

1. C. El Haj, O. Murillo, J. Lora-Tamayo, M. Vivas, F. Tubau, J. Cabo, C. Cabellos, J.
Ariza. “Estudio de la actividad in vitro de la combinacién Cloxacilina-Daptomicina
frente a altos indculos de Staphylococcus aureus sensible a meticilina como fase
preliminar a su aplicaciéon en un modelo animal de infeccién de cuerpo extrafio” (P-

140) SEIMC XVII-Zaragoza 29-31 de Mayo 2013



2. C. El Haj, O. Murillo, C. Garrigos, M. Vivas, J. Lora-Tamayo, F. Tubau, X. Cabo, C.
Cabellos, J. Ariza. “High Efficacy of the combination Daptomycin plus Rifampin in an
Experimental Foreign-Body Infection by Methicillin-susceptible Staphylococcus
aureus.” (B-487), Interscience Conference of Antimicrobial Agents and Chemotherapy

(ICAAC), Denver, 11-13 de Septiembre 2013

3. C. El Haj, O. Murillo, A. Ribera, M. Vivas, J. Lora-Tamayo, F. Tubau, C. Cabellos, X.
Cabo, J. Ariza “Eficacia de la combinacién de daptomicina y rifampicina en un modelo
animal de infeccion de cuerpo extrafo por S. aureus sensible a meticilina”. En REIPI,

Vall d’Hebron, 27 de Noviembre 2013

4. C. El Haj, O. Murillo, A. Ribera, M. Vivas, J. Lora-Tamayo, F. Tubau, C. Cabellos, J.
Cabo, J. Ariza. “Eficacia comparativa de la combinacién cloxacilina- Daptomicina en la
infeccion experimental de cuerpo extrafo por Staphylococcus aureus sensible a

meticilina”. (P-114) SEIMC XVIlI-Valencia 9-11 de abril 2014.

5. C. El Haj, O. Murillo, A. Ribera, M. Vivas, J. Lora-Tamayo, F. Tubau, C. Cabellos, J.
Cabo, J. Ariza. “The effect of combination therapy with clarithromycin in an
experimental foreign-body infection by clarithromycin- and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus”. (EP155); Experimental pathogenesis and treatment; European
Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, Copenhagen (ECMMID), 25-
27 April 2015.

6. C. El Haj, O. Murillo, A. Ribera, M. Vivas, D. Garcia-Somoza, F. Tubau, C. Cabellos,
J. Cabo, J. Ariza. “Estudio comparativo del efecto de claritromicina en terapia
combinada en la infeccidn de cuerpo extrafo por Sthapylococcus aureus resistente a

claritromicina. (P-256); SEIMC XIX - Sevilla 28-30 mayo 2015.

7. C. El Haj, O. Murillo, A. Ribera, C. Ruppen, J. Gdmez, F. Tubau, C. Cabellos, J. Ariza.
“Estudio de la actividad in vitro de Acido Fusidico en solitario y en combinacién frente
Staphylococcus aureus resistente y sensible a meticilina”. (P-057). SEIMC XX. —

Barcelona 26-28 de mayo 2016.



8. C. El Haj, O. Murillo, A. Ribera, F. Tubau, N. Lloberas, P. Fontova, J. Ariza.
“Inconvenientes en el uso de cotrimoxazol en las infecciones estafilocécicas de cuerpo

extrano”. (P-330). SEIMC XXIl.-Malaga 11-13 mayo 2017






z

INDICE






iNDICE

Abreviaturas

I. INTRODUCCION

1.
2.

Infecciones asociadas a dispositivos y cuerpos extrafios

Infecciones de implantes ortopédicos

2.1
2.2
2.3

2.4

Epidemiologia

Clasificacion

Patogénesis: biofilm bacteriano
2.3.1 Ciclo de vida

2.3.2 Caracteristicas del biofilm

Etiologia de la infeccidn de proétesis articular

Staphylococcus aureus

3.1
3.2

3.3
3.4

Antibioterapia de las infecciones de implantes ortopédicos causadas

Caracteristicas microbiolégicas

Factores de virulencia

3.2.1 Adherencia bacteriana

3.2.2 Persistencia bacteriana

3.2.3 Evasién de los mecanismos de defensa del huésped
3.2.4 Penetracion e invasién

Regulacion génica

Crecimiento de S.aureus In Vitro: fase exponencial y

fase estacionaria

por S.aureus.

Modelos de infeccidn experimental

5.1

5.2

Modelos in vitro

5.1.1 Modelos estaticos

5.1.2 Modelos dindmicos
5.1.2.1 Modelo CDC (Centers for Diseases Control)
Biofilm Reactor

Modelos in vivo

Pags.
17

23
23
24
24
25
26
26
28
30
30
30
31
31
32
32
33
33

34

37
42
42
42
42

44
45



5.2.1 Modelo in vivo de infeccidn de cuerpo extrafio

en rata por S.aureus

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO E HIPOTESIS DE TRABAJO

lll. OBJETIVOS

IV. MATERIAL Y METODOS

1. Seleccion de las cepas de S.aureus.
2. Agentes antimicrobianos
3. Estudios de sensibilidad in vitro

3.1 Concentracion minima inhibitoria y bactericida
3.2 Curvas de letalidad
33 Determinacion de la concentraciéon minima de
erradicacidn de biofilm
4. Tiempo de generacion
5. Estudios poblacionales y de exposicion a daptomicina
5.1  Analisis poblacionales
5.2 Estudio de exposicidn a daptomicina
6. Actividad anti-biofilm de claritromicina
7. Modelo animal
7.1 Metodologia para la estandarizacién
7.2 Obtencidn y procesamiento de las muestras
7.3 Disefio experimental del modelo de infeccién de cuerpo
extrafio en rata: protocolo esquematico.
8. Modelo de CDC Biofilm Reactor
8.1 Metodologia para la estandarizacién
8.2 Obtencidn y procesamiento de las muestras
8.3 Disefio experimental-protocolo esquematizado
9. Estudios de farmacocinética

9.1 Metodologia

47

51

57

61
61
61
61
61
62

64
67
67
67
67
69
70
70
71

73
75
75
78
79
80
80



10.

11.
12,
13.

9.1.1 Modelo in vivo
9.1.2 CDC Biofilm Reactor
9.2 Determinacion de los niveles de antibiotico
9.2.1 Meétodo del bioensayo
9.2.2 Cromatografia liquida de alta eficacia
9.3 Seleccidn de las dosis de antibidtico: criterios
farmacocinéticos y farmacodindmicos
9.4 Grupos terapéuticos
9.4.1 Modelo animal
9.4.2 Modelo in vitro de CDC Biofilm Reactor
9.4.3 Farmacocinética particular de cotrimoxazol
9.4.4 Problematica del acido fusidico
Evaluacion del desarrollo de resistencia antibidtica durante
el tratamiento
Visualizacion del biofilm al microscopio
Estudios estadisticos

Ambito de trabajo y medios disponibles para la realizacién

del proyecto

V. RESULTADOS (por Objetivos)

N

Objetivo 1
Objetivo 2 (articulo 1y 2)
Objetivo 3 (articulo 3)

Objetivo 4 (articulo 4)

VI. DISCUSION

1.

2.

Estandarizacion de modelos de infeccidn experimental de
cuerpo extrafio
Eficacia de daptomicina y sus combinaciones en el modelo

animal por S.aureus sensible a meticilina (SASM)

80
81
83
83
86

87
89
89
89
90
91

92

94

95

95

101
101
113
129
139

159

159

163



3. Eficacia anti-biofilm de claritromicina en el modelo animal
por SASM y S.aureus resistente a meticilina (SARM)

4, Alternativas terapéuticas orales a la pauta clasica de rifampicina-
levofloxacino o rifampicina-linezolid en la infeccién por SASM y

SARM

VIl. CONCLUSIONES

Viil. BIBLIOGRAFIA

166

169

179

187



ABREVIATURAS

SASM: Staphylococcus sensible a meticilina

SARM: Staphylococcus resistente a meticilina

AUC: area under the concentration-time curve (area bajo la curva)
C: concentracion

f: free; libre

Cmax.: concentracién maxima

Cmin.: concentracién minima

CMI: concentracién minima inhibitoria

CMB: concentracién minima bactericida

CMEB: concentracion minima de erradicacién de biofilm

DAIR: Debridement, Antibiotic and Implant Retention

HPLC: high performance liquid chromatography; cromatografia liquida de alta eficacia

UPLC (UV): Ultra performance liquid chromatography; Cromatografia Liquida de Ultra-

alta eficacia (con deteccidon Ultra Violeta)

MHA: Mueller-Hinton Agar

MHB: Mueller-Hinton Broth (caldo de Mueller-Hinton)
TSA: Trypticase Soy Agar

TSB: Trypticase Soy Broth (caldo de tripticasa-soja)

LC: liquido de las cajas

CV: coverselips

MO: microscopio éptico

SEM: microscopio electrénico de barrido

17



ABREVIATURAS

TEM: microscopio electronico de transmision

DAP: daptomicina

CXA: cloxacilina

RIF: rifampicina

LVX: levofloxacino

CLR: claritromicina

LZD: linezolid

TMP: trimetoprim

SMZ: sulfametoxazol

TMP-SMZ: cotrimoxazol

AF: Acido fusidico

Cl: Clearance

PBS: phosphate buffered saline (solucién tampdn fosfato salino)

Ip: intraperitoneal

Sc: subcutanea

Vd: volumen de distribucién

Vs: volumen cdmara suplementaria

Vc: volumen constante

t % : tiempo de vida media

Unidades:

UFC: unidades formadoras de colonias

MUg: microgramos

18



ABREVIATURAS

mg: miligramos

Kg: kilogramos

min: minutos

h: horas

mM: milimolar

M: molar

mm: milimetros

ML: microlitros

mL: mililitros

L: litros

nm: nandmetros

19






INTRODUCCION






I. INTRODUCCION
1. Infecciones asociadas a dispositivos y cuerpos extraios

El uso de dispositivos médicos ha supuesto uno de los mayores avances de la
medicina en las ultimas décadas y ha revolucionado la mayoria de las especialidades
médico-quirurgicas. Su utilizacion se ha multiplicado de forma exponencial, ya sea en la
implantacion de valvulas cardiacas, marcapasos, endoprétesis y catéteres
intravasculares, implantes ortopédicos, catéteres urinarios, derivaciones del liquido
cefalorraquideo y muchos otros[1]. Todos ellos tienen en comun la implantacién de un
cuerpo extrafio y el riesgo de la infeccidon asociada al implante como una de las
principales complicaciones. La presencia del material extrafio favorece la colonizacidn
microbiana y su subsiguiente infeccién con formacién del biofilm microbiano. A pesar
de las diferencias en el disefio del material de los cuerpos extrafios, sus infecciones

comparten patrones fisiopatoldgicos comunes que son:

1. Una alta susceptibilidad a la infeccién: un numero pequeiio de
microorganismos, frecuentemente de baja patogenicidad, los cuales
normalmente podrian ser eliminados por las defensas del huésped, son capaces

de producir la infeccidn asociada al cuerpo extrafio.

2. Una microflora caracteristica con predominio de S.epidermidis vy

S.aureus, pero que incluye también bacterias gram negativas y hongos.

3. La formaciéon del biofilm microbiano condiciona su resistencia
antimicrobiana a las diferentes familias de antibidticos y a los mecanismos
defensivos del huésped y determina la persistencia de la infeccién en muchas

ocasiones si no se procede a la retirada del dispositivo [2].

Con todo, las infecciones asociadas a dispositivos en el territorio intravascular
presentan caracteristicas especificas en su comportamiento y manejo clinico respecto
de las infecciones desarrolladas en el territorio extravascular y requieren una
aproximacion diferenciada. Entre el grupo de infecciones extravasculares, las
infecciones de implantes osteoarticulares ocupan una especial relevancia. En el
presente proyecto de investigacion se ha desarrollado un modelo animal de infeccién

de cuerpo extrafio y un modelo dindmico in vitro con un sistema CDC Biofilm Reactor

23



INTRODUCCION

gue remedan el biofilm de las infecciones extravasculares y en consecuencia el de las

infecciones osteoarticulares.
2. Infecciones de implantes ortopédicos
2.1 Epidemiologia

Las protesis osteoarticulares constituyen uno de los mayores avances en la
tecnologia médica moderna, consiguiendo eliminar el dolor y restablecer la funcién
articular. El numero de pacientes sometidos a cirugia protésica ha crecido de forma
exponencial en los Ultimos afios. Las indicaciones incluyen traumatismos, enfermedades
inflamatorias, degenerativas o neplasicas, necrosis aséptica, alteraciones del desarrollo
epifisario o displasias, entre otras [3]. En Espafia, el numero de artroplastias practicadas
(cirugia de colocacion de proétesis articular) es alrededor de 30.000/afio, con mayor
frecuencia de rodilla seguida por la de cadera. Otras articulaciones como hombros o
tobillos son substituidas de forma mucho menos frecuente [4]. La duracion estimada de
la viabilidad de las prdtesis es de 10 a 15 afos, aunque algunas sobrepasan ampliamente
ese tiempo. La infeccion es una de las causas mas frecuentes de fracaso de la protesis,

junto con su aflojamiento, la fractura de hueso o la rotura del implante[3].

Las infecciones de protesis son un problema sanitario de primera magnitud por
su dificultad diagndstica y terapéutica, asi como su elevado gasto econémico (mds de
14.000 euros), que llega a multiplicar por 2 el coste del proceso sin la infecciéon [3,5]. La
frecuencia global de infeccion de prétesis en nuestro pais es de alrededor del 3 al 4%,
con una incidencia algo mas elevada en rodilla que en cadera [6,7]. Estas infecciones
ocurren con mayor frecuencia en pacientes con una artroplastia de revisiéon y en
pacientes con diabetes mellitus, artritis reumatoide, obesidad, neoplasia e
inmunosupresion. Los factores directamente relacionados con el procedimiento
quirargico: condiciones de esterilidad del quiréfano, duracién de la intervencion

quirargica y tipo de procedimiento utilizado son muy determinantes [8,9].
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2.2 Clasificacion

Las infecciones de prétesis se han clasificado en base al tiempo transcurrido
desde su implantacion hasta la aparicion de la infeccidn y su presunta patogenia.
Las clasificaciones mas utilizadas son la de Tsukayama, popularizada en 1990 y la
clasificacién de Zimmerli que dividen las infecciones de prdtesis en cuatro categorias.

Son las siguientes, segun autor:

AUTOR TIPO DE INFECCION DEFINICION
PROTESICA
Tsukayama[10,11] Cultivos intraoperatorios >2 cultivos intraoperatorios positivos
positivos (CIOP) recogidos en pacientes sometidos a

revision por presunto “aflojamiento
aséptico” de la protesis

Infeccion posquirurgica Se manifiesta en el primer mes tras la

precoz (IPP) colocacion la prétesis

Infeccién crdnica tardia Los sintomas de infeccion se

(ICT) manifiestan tras el primer mes desde
la colocacion la prétesis

Infeccidon hematdgena Los sintomas de infeccidn aparecen

aguda (IHA) de forma precoz como consecuencia

de una bacteriemia (ya sea
sospechada o sea probada)
Zimmerli[12] Precoz Los sintomas de la infeccidn aparecen
entre los tres primeros meses tras la
colocacién de la prétesis
Retardada Los sintomas de la infeccidn aparecen
entre los 3 meses y los 2 afios tras la
colocacién de la prétesis
Tardia La infeccién ocurre a partir de los 2
afos tras la colocacidn de la prétesis,
como consecuencia de una
bacteriemia (ya sea sospechada o sea
probada)
Tabla 1. Clasificacion de las infecciones de prétesis. Fuente: Guia GEIO-SEIMC [13].

La forma clinica de cultivos intraoperatorios positivos (CIOP) y la infeccidon
crénica tardia reflejan un mismo escenario clinico: el aflojamiento de la proétesis
colocada meses o afos antes, con la diferencia de qué en el momento del diagndstico,
en la forma CIOP, ya se ha implantado una nueva prétesis sustituyendo a la infectada.
También, estas categorias son equivalentes (exceptuando la limitacion del tiempo) a la
categoria de infeccién retardada de Zimmerli. Finalmente, la forma de infeccion
hematégena de Tsukayama es similar a la infeccién tardia de Zimmerli (de nuevo,

exceptuando el limite de tiempo, puesto en 2 afios). Las infecciones post quirdrgicas
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precoces y las infecciones hematdgenas (tardias, segun la clasificacién de Zimmerli)
podrian ser consideradas como infecciones agudas, mientras que las infecciones

croénicas tardias y retardadas corresponden a infecciones crénicas [13].

Esta clasificacion de las infecciones de proétesis es util para la determinacién del
tratamiento tanto médico como quirurgico. En los casos de IPP e IHA puede plantearse
realizar inicialmente un desbridamiento con retencién de la prétesis, mientras que en
las ICT es necesario proceder a la retirada de la prétesis, seguida de un recambio en uno

o dos tiempos [7,13,14].
2.3 Patogénesis: biofilm bacteriano
2.3.1 Ciclo de vida

En la patogénesis de este tipo de infecciones hay interacciones entre el
microorganismo causante de la infeccidn, el implante y el huésped. La ausencia de riego
sanguineo del implante dificulta la accidon defensiva del huésped y la carga bacteriana
necesaria para provocar la infeccion en presencia de cuerpo extrafio es mucho menor
(100.000 veces menos) [7,9]. Las infecciones de protesis son causadas por
microorganismos virulentos u oportunistas capaces de formar biofilm. La formacién de
este biofilm permite a las bacterias adaptarse a las condiciones de un entorno hostil. El
ciclo de vida de un biofilm tiene cuatro etapas: adhesidn celular, agregacién celular,

maduracion del biofilm y desprendimiento celular (véase Figura 1).

La etapa de adhesion celular estd mediada por factores como la carga eléctrica,
la hidrofobicidad, la topografia y el tiempo de exposicién del implante. Durante la
artroplastia, las proteinas del huésped como el fibrinégeno, la fibronectina y la
vitronectina son absorbidos sobre la superficie del implante después de su insercion,
resultando en la formacién de una capa proteica. Este estado de la superficie del
biomaterial ayuda a la colonizacién bacteriana a través de interacciones entre proteinas

bacterianas y del huésped. A continuacidn, se produce una agregacion celular. Esta

etapa se caracteriza por una proliferacion celular en capas, asi como por una adhesion
celular, formando microcolonias de una o varias especies. Estas estructuras organizadas

son entonces rodeadas por una matriz de polisacarido extracelular producida por las

26



INTRODUCCION

mismas células bacterianas (llamada slime), resultando en una masa de alta densidad
bacteriana [15]. Este proceso estd mediado por componentes de la superficie
microbiana que reconocen las moléculas de adhesion de la matriz (MSCRAMMS) y un
polisacdrido llamado PIA (polysaccharide intercelular adhesin) [16,17]. En el caso del
biofilm formado por estafilococos, la adhesidon celular estd mediada por proteinas de
adhesidn al biofilm tales como la proteina asociada a la acumulacion (Aap), la proteina
de la matriz extracelular (Emp), la proteina Ay la proteina G de Staphyloccocus aureus.
En esta etapa el biofilm todavia es relativamente inestable y susceptible a la
erradicacidn. Para alcanzar su maduracion dentro del biofilm deben ocurrir cambios
fisiolégicos como la regulacién del pili, los flagelos y los exopolisacaridos. Esta etapa esta
principalmente regulada por el gen regulador accesorio (agr) del llamado sistema de
quorum sensing o mecanismo de sefializacion celular. Durante la maduracién, hay una
acumulacién en el entorno de autoinductores lo que permite a las bacterias percibir la
densidad de la poblacion. La acumulacion de estos autoinductores activa receptores
especificos que alteran la expresion génica y modifican el fenotipo bacteriano [18]. De
manera que el biofilm adopta formas sésiles las cuales son resistentes a la erradicacion.

En la maduracién del biofilm, pueden liberarse bacterias plancténicas de la superficie,

las cuales se dispersan e invaden otros lugares proximos o distantes, iniciando de nuevo

el ciclo [19,20].

Figura 1. Ciclo de vida de un biofilm: 1. Etapa de adhesidn celular: adhesion reversible;
2. Adhesion irreversible y sintesis de la matriz; 3. Etapa de agregacion celular:
formacion de microcolonias; 4. Etapa de maduracion y 5.Etapa de dispersion. Fuente:
Vozza 2012.

27



INTRODUCCION

2.3.2 Caracteristicas del biofilm

Como se ha comentado anteriormente, las bacterias en el biofilm estan rodeadas
de una matriz extracelular hidratada formada por polisacdridos, proteinas y ADN
extracelular bacteriano. Las bacterias en las capas superficiales del biofilm estdn en fase
planctdnica y son susceptibles a los mecanismos de defensa del huésped especificos
(anticuerpos) y no especificos (fagocitos) y son facilmente erradicadas por los
antibidticos. En contraste, las bacterias de las capas mas profundas del biofilm estan
protegidas del sistema inmunitario del huésped y el material extracelular forma una
barrera relativamente impermeable a los anticuerpos y fagocitos, estos ultimos pueden
llegar a atravesar con dificultad la barrera pero pueden ser desactivados [21]. En el
interior del biofilm la oxigenacion del medio es escasa, hay un alto contenido de
productos acidos de desecho, un pH bajo y una reduccion en la aportacion de nutrientes,
provocando una reduccidn en la actividad metabdlica y un incremento del tiempo de
generacién de las células bacterianas que se encuentran en este microambiente y se

comportan como células durmientes [22].

En este microambiente las bacterias presentan tolerancia antibidtica (véase
Figura 2) y su susceptibilidad antibidtica se ve notablemente reducida respecto de la
observada en el laboratorio de Microbiologia cuando se determina su susceptibilidad en
la fase planctdnica. Debido a la presencia de la matriz de polisacarido y a la alta densidad
celular, el agente antimicrobiano penetra de forma lenta o incompleta en el biofilm, lo
que afecta a su difusion. El entorno osmaético dentro del biofilm puede estar alterado,
lo que induce a las bacterias a una respuesta al estrés. Esta respuesta podria contribuir
al cambio en las proporciones de porinas en las células bacterianas, reduciendo asi la
permeabilidad de la envuelta celular a los antibidticos. Las bacterias de las capas mas
profundas del biofilm presentan un metabolismo mas lento que las que se encuentran
en la periferia (estan en fase estacionaria), lo que las protege de aquellos antibidticos
gue son activos frente a factores implicados en el crecimiento y duplicacién de bacterias
en fase planctdnica. Ademas, estas bacterias presentan unos patrones de expresion
génica que no se observan en las células que estan en fase planctdnica. Todos estos
factores explican las diferencias de susceptibilidad antibidtica observada en estos dos

modos de crecimiento bacteriano [23,24].
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A pesar de la diversidad entre las bacterias de diferentes regiones del biofilm
que exhiben patrones variados de expresidn génica, éstas actian como comunidades
con heterogeneidad funcional y estructural como un organismo pluricelular [25] . Hay
canales de agua por donde circulan los nutrientes, asemejandose a un sistema
circulatorio rudimentario. La liberacién de moléculas de sefializacidon de célula a célula
(quorum sensing) induce a la poblacidn bacteriana a responder de forma sincronizada a
los cambios en los patrones de expresion genética implicados en la diferenciacion del

biofilm [26,27].

Asi pues la resistencia antibiética de los biofilms bacterianos depende de las
caracteristicas fisioldgicas de las bacterias individuales de la biocapa y de la propia

ultraestructura [28] .

Figura 2. Mecanismos de tolerancia antibidtica. Se observan zonas de baja penetracion
(amarillo), de respuesta al estrés (verde), el microambiente alterado (rojo) y las
bacterias persistentes (morado). Fuente: ©MSU Center for Biofilm Engineering.

Todo ello hace que las infecciones de cuerpo extrafio sean consideradas de dificil
tratamiento, ya que raramente son erradicadas exclusivamente con antibioterapia. Se
requiere una estrategia de tratamiento dirigida contra el biofilm que incluye un
desbridamiento quirldrgico para disminuir el inéculo inicial y eliminar los tejidos
desvitalizados, acompafiada o no de retirada del cuerpo extrafio y un plan antibidtico
prolongado. En el caso de las infecciones postquirirgicas precoces y las hematdgenas
agudas se puede intentar un tratamiento conservador con desbridamiento y retencion
del implante , conocido como DAIR (de sus siglas en inglés Debridement, Antibiotic and
Implant Retention), cuyo objetivo es salvar la prdétesis y a la vez curar la infeccién

[7,13,29].
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2.4  Etiologia de la infeccidn de protesis articular

Los microorganismos involucrados en este tipo de infecciones son diversos. Los
mas frecuentes son los estafilococos, con una frecuencia del 30 al 43% para estafilococos
coagulasa negativos (predominan en la infeccion crénica (tardia)) seguido de
Staphylococcus aureus (coagulasa positivo, principal agente etioldgico en la infeccion
precoz y hematdgena) con una frecuencia del 12 al 23%. Los estreptococos vy
enterococos son los agentes causales en alrededor del 10-15% de los casos, mientras
que los bacilos gram negativos parecen haber aumentado en su frecuencia, oscilando
ésta (segun las series) entre un 6-7% hasta un 25-27% de infecciones. Finalmente, los
microorganismos anaerobios representan solo el 2-4% de los casos, en un 10-11% se

identifica una flora mixta y alrededor del 11% los cultivos son negativos [30,31]

M Estafilococos coagulasa negativos B Staphylococcus aureus
M Estreptococos Enterococos

M Bacilos gram negativos Flora mitxa

B cultivos negativos Anaerobios

Figura 3. Porcentajes de frecuencia de los microorganismos causantes de infecciones

de prétesis.

3. Staphylococcus aureus

3.1  Caracteristicas microbioldgicas

Las bacterias de la especie Staphylococcus aureus son cocos gram positivos de
0.5-1.5um de didmetro y presentan un patréon de agrupacién caracteristico parecido a

un racimo de uvas (del griego staphylé: racimo y coccus: baya, uva). Son bacterias
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inmoviles, no forman esporas y generalmente no poseen cdpsula. La mayoria son
anaerobias facultativas, catalasa positivas (a diferencia de los estreptococos); capaces
de producir la enzima coagulasa, enzima de superficie que convierte fibrindégeno en
fibrina, lo que diferencia a S.aureus de las demas especies del género Staphylococcus.
Las colonias se presentan lisas tras su incubacién de un color amarillento o dorado
debido a que producen un pigmento carotenoide (el nombre aureus que significa

dorado) (Figura 4).

Figura 4. Placa de agar sangre con colonias de Staphylococcus aureus.

S.aureus fermenta manitol, produce DNAsa y tiende a formar colonias
hemoliticas B [32,33]. Se estima que aproximadamente el 20-30% de la poblacién esta
permanentemente colonizada por S.aureus, mientras que otro 30% son portadores
intermitentes. Esta colonizacidn representa un incremento del riesgo de infeccion al
proporcionar una reserva de bacterias que pueden introducirse en el organismo cuando
se ve comprometida la defensa del huésped. Cuando se rompen las barreras mecdanicas
es cuando S.aureus es capaz de alcanzar tejidos mas profundos y producir la infeccién

[34-37].
3.2 Factores de virulencia

S.aureus ha desarrollado numerosos factores de virulencia para su supervivencia

e invasion del huésped. Entre los cuales encontramos:

3.2.1 Adherencia bacteriana
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S.aureus es capaz de adherirse a los tejidos del huésped mediante proteinas de
superficie. Se conocen como Microbial Surface Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules (MSCRAMM). Estas proteinas reconocen a moléculas (fibrinégeno,
fibronectina y coldgeno) y desempefian un papel relevante en la patogenia de
infecciones asociadas a dispositivos protésicos, endocarditis, osteomielitis y artritis.
Destaca el factor de agregacion, las proteinas de union al fibrindgeno, a la fibronectina
o a las sialoproteinas dseas. Los MSCRAMM se producen en bacterias que estan en fase

de crecimiento exponencial lo que favorece la colonizacion de superficies [38,39].
3.2.2 Persistencia bacteriana

Cuando S.aureus coloniza la superficie tisular o protésica tiene la capacidad de
formar una biocapa bacteriana mediada principalmente por la producciéon del
polisacérido de adhesién intracelular (PIA) mediado a su vez por un gen ica. Como se ha
comentado anteriormente, la formacién de esta biocapa protege a la bacteria de las
defensas del huésped, asi como de la accién de los antimicrobianos. Algunas bacterias
son capaces de formar lo que se conoce como small-colony variant (SCV),
subpoblaciones bacterianas que presentan un crecimiento mas lento que sus homdlogas
de tipo salvaje, con rasgos fenotipicos y patogénicos distintivos. Se encuentran en un
estado de semilatencia y pueden sobrevivir dentro de células eucariotas, de manera que
evaden los mecanismos de defensa del huésped; presentan susceptibilidad reducida a
los antibidticos y ademas pueden revertir a su estado wild-type produciendo infecciones

recurrentes [40,41].
3.2.3 Evasion de los mecanismos de defensa del huésped

Algunos aislados de S.aureus son capaces de producir una capsula polisacarida,
especialmente los tipos 5 y 8, con caracteristicas antifagociticas y de formacién de
abscesos. Posee una proteina de superficie llamada proteina A (una MSCRAMM) que es
capaz de unirse a la fraccidén constante de las inmunoglobulinas G (I1gG), de manera que
éstas no pueden ser reconocidas y asi inactiva la actividad opsonizante de esta Ig.
Produce también una proteina inhibidora de la quimiotaxis (CHIPS) que interfiere en la
migracién de los polimorfonucleares (PMN) a los lugares de infeccién[42]. Otra de las

proteinas que ayuda a S.aureus a evadir al sistema inmunitario es la proteina de

32



INTRODUCCION

adhesion celular (Eap). Esta proteina juega un papel importante en la adherencia, pero
también en la internalizacién de S.aureus por las células eucariotas y es capaz de
modaular la respuesta inflamatoria [43]. También puede producir citotoxinas capaces de

destruir los PMN [32,39].

Otro de los mecanismos que permite a S.aureus evadir el sistema inmunitario del

hospedador es su capacidad de supervivencia intracelular.
3.2.4 Penetracidn e invasion

S.aureus después de la colonizacién se replica en el foco inicial de la infeccién y
es capaz de producir una gran cantidad de enzimas como proteasas, lipasas,
hialuronidasa, fosfolipasa C y elastasas que facilitan la supervivencia bacteriana y

ayudan a la instauracién de la infeccién [33,44].

S.aureus depende de estos factores de virulencia para colonizar y replicarse en

el entorno del sistema inmunitario del huésped.
3.3 Regulacidn génica

S.aureus posee un conjunto de genes que regulan la expresion de los
determinantes de virulencia. Para ello dispone de dos sistemas reguladores de dos
componentes: el regulador génico accesorio (agr) [45] y el elemento accesorio
estafilocécico (sae) [46]. El locus agr regula muchos genes, de los cuales 23 estadn
relacionados con la virulencia [47]. Es responsable del aumento de expresion de muchas
exoproteinasy la disminucion de la sintesis de proteinas asociadas a la pared bacteriana.
Agr forma parte de una via de transduccion de sefiales de deteccién de quérum que
capta y reacciona al nimero de bacterias [48]. Por otro lado el locus sae regula la
expresion de factores de virulencia envueltos en la adhesion bacteriana, la toxicidad y
la evasidn del sistema inmunoldgico [49]. Ademads, dispone de sistemas reguladores
globales, por ejemplo, el regulador accesorio estafilocécico A (sarA) que aumenta la
expresion de algunos factores de virulencia y disminuye otros. Todos ellos trabajan de
forma interactiva para asegurar la regulacion y expresion de los genes de virulencia solo

cuando se requieren.

33



INTRODUCCION

Los sistemas regulados agr y sarA tienen papeles opuestos en lo que respecta al
biofilm. Agr limita su formaciéon y ayuda a su dispersiéon [50] mientras que sarA

promueve su formacién [51,52].

El control de la produccién de determinantes de virulencia dispone de
numerosos sistemas de regulacion que permite a la bacteria responder a la densidad
bacteriana y sefiales del entorno. Es un proceso complejo que requiere de la expresion

coordinada de estos factores durante la infeccidn.
3.4 Crecimiento de S.aureus in vitro: fase exponencial y fase estacionaria

Como ocurre en el resto del mundo bacteriano, en el caso de S.qureus, los
cultivos en el laboratorio muestran un crecimiento bacteriano tanto a nivel celular como
poblacional, es decir un incremento en el nimero de células. El conocimiento de cdmo
crecen las poblaciones bacterianas y los diferentes estados fisiolégicos de estas
bacterias son importantes a la hora de entender cdmo ocurren y se desarrollan las
infecciones, ya que hay una dicotomia entre las células que estan en crecimiento y
aquellas que estan en estado de no crecimiento (durmientes). Sin embargo, todos estos
estados poseen la capacidad potencial de poder crecer y replicarse y pueden de esta

manera considerarse viables.

En cualquier bacteria en crecimiento, hay una elongacién continua hasta que la
célula se divide en dos células hijas, lo que se denomina fisidn binaria (véase Figura 5).
Las dos células se alargan hasta alcanzar aproximadamente dos veces su longitud
original y luego se forma un tabique (septo) que separa a la célula en dos células hijas.
Por definicidn, el tiempo transcurrido en el proceso en que una célula se divide para
formar dos, se llama tiempo de generacidn. Durante el tiempo de generacion, todos los
constituyentes celulares aumentan proporcionalmente, se dice que estdn en

crecimiento equilibrado.
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Figura 5. Fision binaria de S.aureus visto al TEM. Se inicia la formacion del septum(A).
El borde delantero de cada porcidn del septo tiene una intrusion de membrana de
plasma unida a ella (B y C). Las intrusiones de membrana todavia se pueden ver en los
bordes delanteros. El septo es completo y bisecta la célula para formar dos células
hijas (D). Fuente: Touhami et al. [53].

El tiempo necesario para completar una generacion en las bacterias es muy
variable y depende de varios factores, tanto nutricionales como genéticos. En general,
este tiempo es mas corto que en células eucariotas. En la naturaleza es probable que las
células microbianas crezcan mucho mds despacio que a su velocidad mdaxima, porque

raramente se presentan a la vez las condiciones y los recursos que permiten un

crecimiento éptimo.

Durante el tiempo de generacidn tanto el nimero de células como la masa
celular se duplica, lo que llamamos crecimiento exponencial. En un sistema cerrado o
con medio no renovado, también llamado cultivo monofasico o en batch, el crecimiento
exponencial de una poblacién no puede continuar indefinidamente y se obtiene una
curva de crecimiento. Esta curva de crecimiento describe un ciclo celular que se divide

en fase lag, fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte (véase Figura 6).

Cuando se inocula un medio fresco, por lo general el crecimiento no comienza
inmediatamente sino sélo tras un periodo de tiempo en el cual la bacteria se adapta a
las condiciones. Este periodo se le llama fase lag o de latencia, la cual puede ser breve o

prolongada (Figura 6, fase 1).
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La fase exponencial de crecimiento (Figura 6, fase 2) es ese periodo de tiempo
en que la bacteria esta dividiéndose, aumentando el nimero de células y la masa en el
cultivo. El tiempo que dure este periodo ird en funcién de los recursos disponibles y de
otros factores. Estas células en fase exponencial tienen un muy buen estado fisiolégico

y son las mas indicadas para estudios enzimaticos y estructurales.

NGmero de bacterias (log)

Tiempo —

Figura 6. Curva de crecimiento de una poblaciéon bacteriana donde se observa el
numero de bacterias durante el tiempo y las fases de latencia (1), fase exponencial (2),
fase estacionaria (3) y fase de muerte (4). Fuente: Geopaloma, 2008.

En un sistema de cultivo cerrado, las bacterias tienen un crecimiento limitado
debido a que el suministro de nutrientes esta acotado. Un nutriente esencial del medio
de cultivo se agota y llega a ser un factor limitante del crecimiento o se acumulan en el
medio algunos productos de desecho hasta niveles inhibitorios que hacen cesar el
crecimiento exponencial y las células pasan a fase estacionaria. En fase estacionaria no
hay un aumento ni descenso neto del numero de bacterias, sino que las células pasan a
estar durmientes, utilizando la energia y su metabolismo para sobrevivir (Figura 6, fase
3). Es en esta fase que las bacterias presentan mayor tolerancia a antibidticos, como

hemos comentado anteriormente.

Si se continda la incubacion después de que la poblacién ha alcanzado la fase
estacionaria, las células pueden continuar vivas y metabdlicamente activas, pero

finalmente mueren (Figura 6, fase 4) [54].
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Estas caracteristicas del crecimiento bacteriano deben tenerse en cuenta cuando se

estudia la actividad antibacteriana in vitro en infecciones asociadas a biofilm.

4. Antibioterapia de las infecciones de implantes ortopédicos causadas por

S.aureus.

Como se ha comentado, la presencia del biofilm dificulta la penetracion y la
accion de los antibidticos. Por ello en este tipo de infecciones la antibioterapia requiere
la accién concomitante de una intervencion quirldrgica para reducir el inéculo inicial y
eliminar los tejidos desvitalizados presentes en la prétesis y facilitar asi la accién
antimicrobiana[7]. Las bacterias pueden mostrar una resistencia fenotipica a
antibidticos inicialmente considerados activos segun los estudios del antibiograma
convencional. Las bacterias del biofilm se encuentran formando capas. En la biocapa
mas superficial encontramos bacterias en fase plancténica, mientras que en las mas
profundas estdn en fase estacionaria y se muestran especialmente resistentes a los
antibidticos. La antibioterapia utilizada en este tipo de infecciones requiere de
antibidticos que, ademds de haberse mostrado activos en los estudios de antibiograma
convencional, sean capaces de penetrar en las biocapas mas profundas y a la vez sean
efectivos frente a bacterias en fase estacionaria [55]. Hay que tener en cuenta que los
criterios farmacodindmicos de eficacia no son los mismos en una infecciéon de cuerpo
extrafio que en una infeccidon producida por bacterias en fase plancténica. Aunque no
estan bien establecidos, se ha considerado que el mejor parametro de eficacia para este
tipo de infecciones es el drea bajo la curva (AUC) respecto a la concentracidon minima
bactericida en fase estacionaria (CMBest.) de dicho farmaco y microorganismo [56,57].
Apenas existen ensayos controlados con criterios de evidencia sobre los tratamientos
mas idéneos. El papel de los diversos antibidticos con actividad anti-estafilocdcica en
estas infecciones es diferente dependiendo del microorganismo causante y la

antibioterapia disponible [30].

En el caso de las infecciones protésicas agudas, donde existe un alto inéculo
bacteriano tanto en fase plancténica (infeccion purulenta y bacteriémica) como
estacionaria (infeccion con biofilm), se considera que el tratamiento inicial debe incluir

antibidticos que muestran gran actividad frente a bacterias en fase plancténica mientras
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gue el tratamiento oral secuencial debe orientar su accién antibidtica frente a bacterias
del biofilm. De esta manera, en una etapa inicial, aquellas bacterias que estan
replicdndose tras realizar el desbridamiento serdn eliminadas y seguidamente se actuara

frente a bacterias que se encuentran en fase estacionaria.

La antibioterapia recomendada para este tipo de infecciones (véase Tabla 2)
tiene como base el antibidtico rifampicina, por su actividad bactericida anti-
estafilocdcica frente a bacterias que se encuentran en fase estacionaria y su capacidad
de penetracion celular y tisular [29,58,59]. Sin embargo no puede administrarse en
monoterapia debido al rapido desarrollo de resistencias [60—-62]. Se ha demostrado
tanto en estudios clinicos como experimentales la eficacia de los tratamientos
combinados con rifampicina y su proteccién frente a la aparicion de cepas resistentes

[63-66].

Otro agente antimicrobiano con gran actividad anti-estafilocdcica son las

fluoroquinolonas de mas reciente generacidon (levofloxacino, especialmente, y

moxifloxacino), tratamiento oral con buena biodisponibilidad que permite un
tratamiento prolongado. Debido a que la mayoria de cepas de S.aureus sensible a
meticilina (SASM) son susceptibles a este antibiotico, es el tratamiento de eleccién para
las infecciones producidas por esta bacteria. Se ha visto ademads que su combinacidn
con rifampicina tiene una gran efectividad [62,67]. Sin embargo, las cepas de S.aureus
meticilin-resistente (SARM) presentan resistencia a las fluoroquinolonas de forma
mayoritaria. En este caso y en aquellos en que no se puede administrar este antibidtico
debido a alergia y/o intolerancia la combinacion de rifampicina con clindamicina,
linezolid, trimetoprim-sulfametoxazol o acido fusidico suelen ser las alternativas

utilizadas [30,68,69].

El beta-lactamico cloxacilina y el glicopéptido vancomicina han sido considerados
antibiodticos clasicos de referencia, frente a SASM y SARM respectivamente. Ambos
antibidticos de administracién parenteral tienen actividad bactericida mediante la
inhibicion de la sintesis de la pared celular bacteriana frente a bacterias que estan en
fase replicativa y pierden actividad en las capas mas profundas del biofilm [7]. Por esta

razon ambos antibioticos se han utilizado en la fase inicial de tratamiento, frente a las

38



INTRODUCCION

bacterias que podrian estar replicandose tras haber realizado el desbridamiento,
usualmente en combinacién precoz con rifampicina. Para los beta-lactamicos el indice
farmacodindamico que mejor correlaciona con su eficacia clinica es el tiempo (T) durante
el cual la concentracion del antibidtico supera la Concentracién Minima Inhibitoria
(T>CMI) [70,71]; mientras que vancomicina obedece una cinética dependiente de
concentracion [72]. Se ha demostrado sin embargo que la adicion de rifampicina a beta-
lactamicos antagoniza la accion de éstos [73,74] por lo que su administracién suele
retrasarse unos dias. Por otro lado, el tratamiento con vancomicina se ha mostrado
como un tratamiento subdptimo y de eficacia menor a la observada con cloxacilina en
las infecciones por SASM [75]. A menudo, las bacterias en el biofilm presentan
modificaciones en cuanto al grosor de la pared que comportan una cierta tolerancia a

este antibidtico [76-79].

La irrupcion de daptomicina en los Ultimos afios ha supuesto un replanteamiento
en la busqueda de una mejor antibioterapia para estas infecciones de dificil tratamiento.
Daptomicina es un lipopéptido ciclico, con un espectro de actividad selectivo frente a
gram positivos, incluyendo las cepas con resistencia a meticilina. Su mecanismo de
accién difiere del de los otros antibidticos con actividad anti-estafilocdcica: despolariza
el potencial de membrana de estas bacterias produciendo la salida de iones potasio, una
rapida inhibicién de sintesis de proteinas, DNA y RNA. Su actividad es rapida y
bactericida frente a bacterias en fase estacionaria, sin ocasionar lisis celular. Necesita la
presencia de iones calcio para poder unirse a la membranay su administracién tiene que
ser por perfusion intravenosa. Inicialmente las dosis utilizadas fueron de 4 y 6mg/kg/dia
por la cautela de su principal efecto secundario, la elevacion de las creatinfosfoquinasa
y la rabdomiolisis. Debido a su capacidad de penetracidon en el biofilm, su desarrollo
clinico se ha realizado en el tratamiento de infecciones complicadas de piel, endocarditis
del lado derecho, en algunos casos de bacteriemias por S.aureus y en los ultimos afios
en infecciones osteoarticulares [80-86]. Su perfil farmacocinético y actividad bactericida
concentracion dependiente, junto con la observacidn de fallos terapéuticos y desarrollo
de cepas resistentes con las dosis administradas, motivd su utilizacién en dosis
superiores (hasta 10mg/kg/dia) y en combinacidn con buena tolerancia. Actualmente,

se considera la principal opcién de tratamiento para las infecciones de dificil tratamiento
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causadas por SARM [29,87-89], recomendando su utilizacién en combinacién para

lograr la mejor eficacia antimicrobiana [90-93].

Recientemente se ha demostrado que la combinacién de cloxacilina con el
lipopéptido daptomicina mejora la actividad de daptomicina frente a SARM y que
ademas protege frente a la aparicién de resistencias a este antibiotico [94—-97]. Diversos
trabajos realizados in vitro y en modelos experimentales en animales que han evaluado
la combinacién de daptomicina a altas dosis con rifampicina han mostrado resultados
esperanzadores debido a su gran eficacia frente al biofilm producido por SARM vy a la
proteccidn frente a la aparicion de resistencias, tanto a rifampicina como a daptomicina,
que ofrece la combinacién [63,98,99]. Sin embargo, son pocos los estudios clinicos

realizados [100-102].
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5. Modelos de infeccidon experimental

A lo largo de los ultimos 25 afios, se han ido desarrollando diversos modelos
experimentales para el estudio de la formacién y las caracteristicas del biofilm de
microorganismos concretos en un ambiente especifico. Estos modelos han permitido
pese a sus limitaciones conocer mejor las particularidades de estas infecciones, asi como
la actividad de los farmacos estudiados. Deben distinguirse dos tipos diferenciados de

modelos: los modelos in vitro y los modelos in vivo.
5.1 Modelos in vitro

Los modelos in vitro son modelos simplificados que permiten estudiar la
arquitectura, formacion vy fisiologia de los biofilms. Son modelos de bajo coste, faciles
de manejar y reproducibles. Mimetizan de forma general con las caracteristicas
biolégicas de un biofilm como son el gradiente de nutrientes, de gases, productos
metabdlicos, la alta densidad celular y la formacién de la matriz extracelular [103]. Entre

los modelos in vitro encontramos:
5.1.1 Modelos estaticos

Los modelos cerrados o estaticos estan limitados en el aporte de nutrientes
como en la aeracidn. Sin embargo, han sido de los mds utilizados durante afos debido a
su sencillez. Son ejemplo de ello el modelo en placa de microtiter y el novedoso modelo
“Calgary” para la formacién de biofilm. Estos sistemas permiten estudiar la formacion
del biofilm en superficie, cuantificar su masa como las células viables. Se utilizan para el

estudio de tolerancia y resistencia antibidtica del biofilm [104,105].
5.1.2 Modelos dinamicos

Son sistemas abiertos en los que, a diferencia de los modelos estaticos, se aporta
medio con nutrientes de forma continuada y a la vez se eliminan los residuos,
subproductos metabdlicos, células muertas, etc. Estos sistemas facilitan un control de
los parametros ambientales (fuerzas de cizalla), lo que permite realizar estudios de
resistencia quimica y fisica de los biofilms. Habitualmente se requiere de un equipo
especializado y personal altamente cualificado. Estos sistemas se dividen en dos grandes
grupos:
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- Reactores de tanque agitado con flujo continuo (RTAFC)

- Reactores tubulares o “plug flow reactor” (PFR)

Los sistemas de reactores de tanque agitado con flujo continuo son perfectamente
mezclados y la tasa de nutrientes que se afiade al reactor es idéntica a la tasa de
eliminacidn del medio, de esta manera el sistema opera en un estado constante, sin
cambios de concentracion en el tiempo. Cuando la tasa de dilucién es mas elevada que
el tiempo de generacién del microorganismo presente en el reactor, las células
planctdnicas son eliminadas del reactor y solo las células en fase estacionaria adheridas
a la superficie permanecen y son capaces de multiplicarse [106]. Es un ejemplo de ello

el modelo CDC Biofilm Reactor (véase siguiente apartado).

En los sistemas de reactores tubulares, el afluente se mueve con una simple
conexién en la direccion del flujo (direccidn axial) y la mezcla (a través de la infusidn)
solamente ocurre en la direccidn radial [106] . Es un ejemplo el dispositivo modificado
de Robbin (MDR) que permite evaluar el efecto de materiales con superficies
modificadas o materiales impregnados con agentes antimicrobianos bajo condiciones
de flujo [107,108] y ha sido extensamente utilizado como garganta artificial para

estudiar la formacion de biofilm en prétesis derivadas de laringe [109,110].

Mientras que en los primeros sistemas las condiciones son idénticas en todo el
reactor, esto no ocurre en el segundo caso, donde las condiciones ambientales cambian

progresivamente a través del reactor (Figura 7).
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Figura 7. Diferencias conceptuales entre los sistemas cerrados y abiertos de reactor de
tanque agitado con flujo continuo (RTAFC) y de “plug flow reactor” (PFR). Fuente: T.
Coenye et al. 2010[111]

Etiquetados a veces de simplistas, los modelos in vitro han contribuido a nuestro
conocimiento del biofilm y todavia se utilizan para estudiar los genes relacionados con
la formacidn y regulacion del biofilm, asi como el estudio de la eficacia de diferentes
agentes antimicrobianos. Sin embargo, estos modelos no tienen en cuenta factores
ambientales, factores del huésped, sistema inmunitario, etc. lo que limita en ocasiones

la interpretacion de los resultados.
5.1.2.1 Modelo CDC (Centers for Diseases Control) Biofilm Reactor

El modelo de CDC Biofilm Reactor es un modelo de reactor de tanque agitado
con flujo continuo y fue desarrollado por Donlan et al. en el afio 2002 [112] . Consiste
en un recipiente de cristal con un tapén de polietileno con ocho brazos de polipropileno
desmontables. En cada brazo se insertan tres cupones también desmontables, donde se
puede formar el biofilm y estdn orientados de forma perpendicular al deflector giratorio.
En el reactor, el agitador magnético esta situado en el centro del recipiente lo que
proporciona un flujo continuo de nutrientes sin gradientes (introducido en el reactor

por una bomba peristaltica) en las superficies con el biofilm [113,114].

Los estudios previos han demostrado que éste es un modelo experimental fiable
para el estudio de la formacion de biofilms de un amplio rango de organismos [114,115].
Ademads, ha sido reconocido como una herramienta adecuada para el crecimiento de
biofilm de Pseudomonas aeruginosa bajo altas fuerzas de cizalla y flujo continuo por la

“American Society for Testing and Materials” (ASTM método estandar E5262-07).

En este modelo, el biofilm se forma de manera simultdnea en los 24 cupones
idénticos que contiene y permite su estudio en el tiempo [116], la caracterizacidén de su
estructura [113], permite testar procedimientos de desinfeccién y limpieza de
dispositivos [117] asi como el efecto de agentes antimicrobianos [118]. Otras
aplicacionesincluyen la prueba de materiales impregnados con agentes antimicrobianos

[119] y la simulacién de incrustaciones en catéteres urinarios [120].
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Su utilizacién puede contemplarse como paso previo a los estudios in vivo en los
animales y también como una alternativa simplificada a éstos, en casos en que los
estudios en el modelo animal comportan una particular dificultad. Nuestro grupo
disponia de experiencia previa con este sistema en un modelo de infeccién por
Pseudomonas aeruginosa [121] y el grupo de Rybak et al. ha reportado diversos estudios
en un modelo de infeccién por S.aureus [118,122]. Asi decidimos incorporar dicho
modelo de CDC Biofilm Reactor con S.aureus en nuestro Laboratorio de Infeccién

Experimental.

Si bien este modelo ha sido ampliamente utilizado, se observan ciertas
diferencias entre los estudios publicados por lo que concierne al tiempo de
acondicionamiento del biofilm (es decir al tiempo de formacion de este), asi como la
restriccion del medio utilizado [114,121-123]. Como punto de partida nos propusimos
por un lado estandarizar el modelo para conseguir un biofilm lo suficientemente maduro
y a la vez que nos permitiera discernir entre las diferentes pautas terapéuticas para

luego evaluar los tratamientos.
5.2 Modelos in vivo

En una infeccidn hay interacciones entre el huésped y las bacterias causantes de
la infeccion, asi como entre estas mismas bacterias. La complejidad de estas
interacciones dindmicas influye y determinan el destino de la infeccién. Para el estudio
de las infecciones es importante utilizar un modelo adecuado que tenga en cuenta este
tipo de interacciones. Como se ha comentado, los estudios in vitro simplifican mucho la
infeccidn y por ello hace algunos afios se introdujeron los modelos in vivo para validar
los resultados in vitro y como primer paso para probar hipdtesis y trasladar su

informacién a organismos superiores o a entornos clinicos [124] .

Los modelos animales de infeccidn relacionados con la formacion de biofilm
permiten estudiar las interacciones del biofilm con el huésped, incluyendo los
componentes de defensa y los fluidos corporales, permitiendo hacer un estudio del
efecto de las terapias en el biofilm, la toxicidad de un farmaco o su biodisponibilidad. Se
han utilizado una variedad de animales en este tipo de estudios, desde cabras a

chinchillas para mimetizar la infeccion. Para realizar este tipo de estudios hay que tener
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en cuenta por un lado el microorganismo que se quiere estudiar, asi como el modelo
animal mas adecuado para poder obtener unos resultados lo mas aproximados posibles

a la realidad clinica [125].

En el caso de las infecciones relacionadas con dispositivos se han desarrollado
numerosos modelos in vivo para validar datos in vitro sobre cuestiones mecdnicas asi
como para estudiar la prevencién y curacion dirigida de forma especifica a los estilos de
vida de las biopeliculas [126—128]. Hay dos tipos de modelos animales de infeccion de
cuerpo extrafio: los modelos de lugar especifico y los modelos subcutdneos. En los
modelos de lugar especifico el cuerpo extrafio se inserta en el érgano o en la misma
posicién que se utiliza en la clinica. El primer trabajo publicado sobre infecciones en
implantes ortopédicos y prétesis articulares utilizando un modelo de osteomielitis en
conejo data de 1885 [129]. A pesar de que los conejos se han utilizado mucho en este
tipo de modelos, también se han utilizado otros animales y se ha desarrollado una gran
variedad de tipos de cuerpos extrafios y lugares de infeccidon. Estos modelos se
aproximan mas a la situacion clinica, permitiendo el estudio de la influencia de diversos
tipos de materiales tales como acero inoxidable, titanio, cromo cobalto, polietileno o
polimetilmetacrilato en la adhesion bacteriana [130,131]. Sin embargo, este tipo de

modelos son complicados de realizar y costosos.

En los modelos subcutaneos, el cuerpo extrafio se inserta en un “bolsillo”
subcutaneo de manera que no hay contacto con ninguna estructura u érgano especifico.
Son un ejemplo de ello la insercidn de piezas de catéteres o el modelo de caja también
llamado “tissue-cage model” entre otros. Estos modelos permiten estudiar diferentes
aspectos de la infeccién como la respuesta inmunitaria del huésped vy la eficacia de
diferentes tratamientos y son mas faciles de realizar que los modelos de lugar especifico

[126,132].
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5.2.1 Modelo in vivo de infeccidn de cuerpo extraio en rata por S.aureus

El modelo de “tissue cage” fue desarrollado en la década de 1980, inicialmente
en cobayas, para estudiar la patogénesis de las infecciones de cuerpo extrafio por
S.aureus. En este modelo se inserta un cuerpo extrafio de forma subcutdnea en el animal
gue proporciona una superficie artificial donde el biofilm puede formarse y puede ser
facilmente extraido y analizado. Este modelo ha sido ampliamente aceptado y se ha
desarrollado utilizando otros animales como ratas, ratones y ponis [126,133-135], asi
como con otros tipos de microorganismos diferentes a S.aureus [56,136—138],
permitiendo asi el estudio de diferentes aspectos del biofilm, de la respuesta
inmunitaria del huésped, la eficacia de diferentes antibidticos y los mecanismos de
resistencia a diversos antimicrobianos. A pesar de sus muchas ventajas, hay que tener
en cuenta que este modelo simplifica la infeccidn, la localizacién del cuerpo extrafio es

subcutdnea y hay ausencia de funcionalidad.

Siguiendo nuestra linea de investigacidn, iniciada por el Dr. Murillo, el modelo de
infeccién de cuerpo extrafio utilizado en el presente proyecto de tesis ha sido el modelo
de tissue-cage en rata. Este modelo, basado en el de Lucet et al.[139], reproduce la
situacién en que se encuentra la infeccion por cuerpo extraiio en clinica: persistencia de
la infeccidon en el tiempo, presencia de bacterias adherentes y biofilm, tolerancia
fenotipica antibidtica con altas CMBs en las bacterias del interior de dicho biofilm y
anomalias funcionales en células fagociticas [61,140]. Este modelo, a diferencia del
modelo desarrollado en cobayas, permite el estudio de infecciones tanto agudas como
crénicas, asi como ensayos terapéuticos largos (de 7 a 21 dias) y el uso de betalactamicos

(las cobayas presentan intolerancia a este antimicrobiano).

En los afios previos al presente proyecto de tesis doctoral, nuestro grupo
incorpord el modelo de infeccién de cuerpo extraiio en rata para el estudio de la eficacia
antimicrobiana frente a la infeccion por SASM y fue el motivo de la tesis del Dr. Murillo
“Problemdtica de la antibioterapia en la infeccién de proétesis articular. Una
aproximacion mediante un modelo animal de infeccion de cuerpo extrafio por
Staphylococcus aureus meticilin-sensible”. Los trabajos realizados fueron exitosos y

constataron la gran eficacia de levofloxacino a dosis elevadas, confirmaron que la
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terapia combinada mds activa era la de las fluroquinolonas con rifampicina y que en esta

combinacidn rifampicina tenia un cierto efecto antagonista [141,142].

No obstante, el modelo utilizado de infeccion de 3 semanas de evolucion,
resultaba muy exigente y laborioso y reproducia mas bien la situacién de una infeccién
de proétesis ya evolucionada, en las que la eficacia antimicrobiana era reducida y por
tanto las diferencias entre las diversas pautas antimicrobianas dificiles de demostrar. Asi
en los trabajos posteriores de nuestro grupo, realizados en un modelo de infeccién por
SARM y que fueron motivo de la tesis doctoral de la Dra. Garrigds, "Estudio de la eficacia
antimicrobiana en la infeccion experimental asociada a cuerpo extraifio por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina”, se redujo el tiempo de evolucién de la
infeccién a 3 dias, lo que reproducia con mas fidelidad una infeccion aguda y permitia
una mejor diferenciacidn entre la actividad antimicrobiana de las diversas pautas de
antibioterapia estudiadas. Los resultados mads relevantes de estos estudios en la
infeccién por SARM fueron la gran eficacia que mostré daptomicina a dosis elevadas en
combinacion con rifampicina, siendo el tratamiento mas efectivo y la mejora de la

actividad de daptomicina en combinacién con cloxacilina [97,99].

En el presente proyecto de tesis, se trasladd la experiencia acumulada de un
modelo de infeccién aguda por SARM a un modelo de infeccién por SASM, en el que se
pudiera modular el grado de exigencia de la infeccién aguda (modelo de biofilm de 3
dias y 7 dias). Esta mayor elaboracidon de los tipos de infeccion desarrollados permitiria
una mejor adaptacion de los modelos en funcidn de las diferentes pautas

antimicrobianas a estudio.
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I1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO E HIPOTESIS DE TRABAJO

Como se ha desarrollado en el capitulo previo de la Introducciodn, las infecciones
de prétesis articulares suponen un problema sanitario de primera magnitud, debido a la
falta de tratamientos efectivos y al alto coste econdmico que ello supone. Entre ellas,
las causadas por Staphylococcus aureus tienen una particular relevancia, por su
frecuencia y dificultad de manejo clinico. En los ultimos afios se han hecho diversos
estudios clinicos multicéntricos que han proporcionado informacion valiosa para
abordar estas infecciones. Entre ellos nuestro grupo ha podido contribuir de forma
significativa en los trabajos colaborativos de la Red Espafiola de Investigacién de
Patologia Infecciosa (REIPI) reconocida por el ISCIll y el Grupo de Estudio de la Infeccidon
Osteoarticular de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas (GEIO-SEIMC). A
pesar de disponer de pautas de antibioterapia bien estandarizadas, los resultados
clinicos cuando se hace una aproximacion terapéutica conservadora en las infecciones
agudas, intentando la erradicaciéon microbiana sin retirada de la proétesis, distan de ser
Optimos. Es en este escenario, en el que el infectélogo se encuentra particularmente
interpelado, ya que la exigencia de la eficacia bactericida antimicrobiana requerida es
muy grande. Asi, diversas alternativas y combinaciones terapéuticas no han sido bien

establecidas y deben ser exploradas.

Los modelos in vitro e in vivo han contribuido de forma muy decisiva al
conocimiento y manejo adecuado de las enfermedades infecciosas y en particular al de
las infecciones osteoarticulares y las asociadas a biofilm. En este terreno, el
conocimiento de los diversos mecanismos implicados en la tolerancia antibidtica
fenotipica bacteriana en el seno de biofilm y su repercusién variable en las diversas
familias de antibidticos ha resultado fundamental para progresar en el disefio de
mejores pautas terapéuticas. Nuestro grupo tiene una amplia trayectoria en el campo
de la infecciéon experimental de cuerpo extrafio desarrollada en el Laboratorio de
Infeccién Experimental de la UB en el Campus de Bellvitge, actividad que ha estado
integrada como plataforma de Infeccidon Experimental de REIPI. Se estandarizé primero
un modelo de infeccion de cuerpo extrafio de evolucién prolongada (biofilm de 3
semanas de evolucidn) por SASM en la rata, que permitié abordar principalmente la

eficacia de la rifampicina y las fluoroquinolonas. Posteriormente, se desarrollé un
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modelo de infeccion aguda (biofilm solo de 3 dias) en SARM, que dio pie al estudio de la
eficacia de daptomicina y en particular la de sus combinaciones con cloxacilina y con

rifampicina.

En el presente proyecto, nos planteamos incorporar algunos de los hallazgos
observados en los anteriores estudios en la infeccién por SARM al modelo de infecciéon
por SASM. Asi se considerd desarrollar un modelo de infeccién de cuerpo extrafio de
evolucién aguda por SASM con exigencia variable (biofilm de 3 o 7 dias) en la rata, para
dar la salida mds adecuada a la comparativa de eficacia de las diferentes pautas de
antibioterapia, en funcién de sus particulares caracteristicas. También se planted
estandarizar un modelo dinamico de biofilm in vitro, mediante el sistema CDC Biofilm
Reactor, como una alternativa simplificada del modelo in vivo, que pudiera servir de
screening como paso previo a estudios en el modelo in vivo y también para poder
evaluar aquellas pautas antimicrobianas de dificil utilizacién en la rata. Asimismo, nos
parecié de especial interés, comprobar el comportamiento de daptomicina en solitario
y en sus combinaciones en la infeccidon por SASM y estudiar algunos aspectos especificos
de las pautas antimicrobianas anti-estafilocécicas, hasta ahora poco conocidos. Entre
ellos, abordamos el de la eficacia anti-biofilm de la claritromicina y el de antibidticos
alternativos como cotrimoxazol y 4cido fusidico en monoterapia o en combinacién con
rifampicina, en comparaciéon con las combinaciones mas utilizadas de rifampicina-

levofloxacino o rifampicina-linezolid
Las hipdtesis planteadas fueron las siguientes:

1. La estandarizacién de un modelo de infeccién aguda de cuerpo extrafio por
SASM, de exigencia variable (biofilm de 3 o 7 dias de evolucién) en la rata, permitiria
adecuar mejor el modelo a utilizar en funcién de la actividad de las pautas

antimicrobianas a estudio.

2. La estandarizacion de un modelo dindmico de biofilm in vitro mediante el sistema

del CDC Biofilm Reactor seria util como herramienta complementaria al modelo in vivo.

3. La eficacia de daptomicina en monoterapia o en sus diversas combinaciones en

la infeccidon por SASM podria ser similar a la observada en la infeccidon por SARM y podria
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incorporarse, por tanto, a las pautas de tratamiento de infeccion de proétesis articular

por SASM.

4. La claritromicina podria tener un efecto anti-biofiim frente a S.aureus,
independiente de su actividad estrictamente antimicrobiana, y proporcionar un

beneficio terapéutico adicional en este tipo de infecciones.

5. Cotrimoxazol y acido fusidico podrian suponer una alternativa terapéutica en las

infecciones estafilocécicas de cuerpo extrafio, pero su eficacia real no es conocida.

6. Las combinaciones de rifampicina con linezolid o cotrimoxazol son pautas
alternativas de eficacia similar, pero comparativamente inferior a la de la pauta estandar

de rifampicina con levofloxacino.
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1ll. OBJETIVOS

1. Estandarizacion de modelos de infeccion experimental de cuerpo extraiio

1a. Modelo de infeccién de evolucién aguda de exigencia variable por SASM en

la rata

1b. Modelo dindmico de biofilm in vitro por SASM y SARM en un sistema CDC

Biofilm Reactor

2. Eficacia de daptomicina y sus combinaciones en el modelo animal por SASM

2a. Eficacia de daptomicina-cloxacilina

2b. Eficacia de otras combinaciones de daptomicina

3. Eficacia anti-biofilm de claritromicina en el modelo animal por SASM y SARM

4. Alternativas terapéuticas orales a la pauta clasica de rifampicina- levofloxacino

o rifampicina-linezolid en la infeccién por SASM y por SARM.

4a. Eficacia de cotrimoxazol y dcido fusidico en monoterapia en el modelo animal

4b. Eficacia de cotrimoxazol y su combinacidn con rifampicina en el modelo de

biofilm in vitro CDC Biofilm Reactor
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. Seleccion de las cepas de S.aureus.

Se utilizaron diversas cepas de Staphylococcus aureus sensibles (SASM) vy
resistentes a meticilina (SARM). Las cepas de SASM fueron una de coleccion American
Type Culture (ATCC) 29213 y dos de origen clinico (casos con bacteriemia osteoarticular:
cepas HUB2 y HUB3), que fueron seleccionadas por su resistencia a claritromicina,
caracteristica indispensable para realizar los estudios del objetivo niUmero 3. Las cepas
de SARM fueron una de la colecciéon ATCC (BAA-39; Hungarian) y una de origen clinico
de una infeccion osteoarticular (HUB1) sensibles a rifampicina. Para los estudios con
cotrimoxazol se selecciond la cepa ATCC 29213 y HUB1 por ser sensibles a este

antibidtico.
2. Agentes antimicrobianos

En los estudios in vitro se utilizd la sustancia purificada de cada antibidtico,
resuspendida siguiendo las recomendaciones de sus respectivos laboratorios. Para los
estudios in vivo se usaron preparados comerciales con las convenientes diluciones para
conseguir un volumen final adecuado para ser administrado a los animales. Los
antibiéticos fueron subministrados por: Acido Fusidico (Farmacia Carreras, Barcelona,
Espafia), Claritromicina (Laboratorios Abbot, Madrid, Espafia), Cloxacilina (Laboratorios
Normon, Madrid, Espafia), Daptomicina (Novartis, Barcelona, Espafia), Rifampicina
(Sanofi-Aventis, Madrid, Espafia), Levofloxacino, Trimetoprim y Sulfametoxazol (Sigma-

Aldrich, Madrid, Espaiia).
3. Estudios de sensibilidad in vitro
3.1 Concentracidon minima inhibitoria y bactericida

Se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias (CMlIs) y las
concentraciones minimas bactericidas (CMBs) de cada antibidtico para cada cepa en
fase exponencial siguiendo las recomendaciones del CLSI (Clinical and Laboratory

Standards Institute) por los métodos de macro y microdilucién [143].
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Se determinaron también las CMBs con indculos en fase estacionaria siguiendo el

protocolo previamente descrito [144].

Se describe CMI como la concentracién minima de antibidtico capaz de inhibir el
crecimiento macroscopico bacteriano y CMB la concentracion minima de antibidtico

capaz de erradicar el 99.9% del inéculo inicial.

Figura 8. Método de macrodilucion para la determinacion de la CMI. Se observan tubos
con concentraciones decrecientes de antibidtico (de izquierda a derecha) y la CMI
(primer tubo de minima concentracion de antibiético donde no se observa turbidez
(flecha)).

En los estudios realizados para CDC Biofilm Reactor, se recuperaron bacterias de
los cupones y el medio de cultivo y se determinaron las CMBs para cloxacilina siguiendo
el protocolo descrito. En el caso de los estudios para cotrimoxazol y el posible efecto de
la timidina inherente en la rata en su actividad, se determinaron las CMls para la cepa
SASM 29213 con una modificacién del protocolo previamente descrito. Se utilizaron
muestras del liquido de las cajas de los animales que contenia diversas concentraciones
del antibidtico, asi como la timidina del animal y se mezclaron en una proporcién 1:1
con Mueller Hinton Broth (MHB (Becton Dickinson, Madrid, Espaia)). En los dos casos
se compararon las CMIs y CMBs obtenidas para cada antibiético con las de la cepa

original.
3.2  Curvas de letalidad

Las curvas de letalidad son el método mas utilizado para evaluar el efecto
bactericida de un antibidtico. La informacion obtenida con diversas curvas de letalidad
con concentraciones distintas de antibidtico revela si el efecto antimicrobiano es

tiempo- o concentracién-dependiente [145].
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Se realizaron curvas de letalidad en fase exponencial con indculos estandar,

inéculos elevados y en fase estacionaria.

Las curvas de letalidad en fase exponencial con indculos estandar se realizaron
siguiendo las recomendaciones de CLSI [146]. Las concentraciones de antibidtico
utilizadas fueron entre % xCMI y 128 xCMI en base a los niveles séricos alcanzados en
suero humano con las dosificaciones convencionales. Se incubd la cepa en tubos de
10mL de trypticase soy broth (TSB (Becton Dickinson, Madrid, Espaifa)) hasta alcanzar
concentraciones 0.5McFalrand. Después, a partir de estos tubos se prepararon inéculos
de 10° UFC/mL en tubos con 10mL de MHB a los que se afiadieron un antibiético en
solitario o en combinacién y se incubaron durante 24h en agitacién a 372C. Se extrajeron
muestras para realizar recuentos bacterianos a las 0, 6 y 24 horas de haber iniciado el
experimento. La actividad antimicrobiana se calculé a partir de los descensos en los

recuentos bacterianos al finalizar el experimento.

Las curvas de letalidad en fase exponencial con inéculos elevados (108 UFC/mL)
se realizaron siguiendo la misma metodologia que la utilizada con indculos estandar, con
una modificacion en la preparacién del indculo. Se dejé crecer la cepa bacteriana en
tubos de 10mL de TSB hasta alcanzar concentraciones 1 McFarland. Se centrifugaron y
los pellets se resuspendieron en menor volumen de MHB para concentrarlo y alcanzar
indculos de 10° UFC/mL. Luego se realizaron diluciones 1/10 en el tubo final para

obtener inéculos de 108 UFC/mL.

En las curvas de letalidad en fase estacionaria se utilizaron concentraciones de
antibidtico de un rango mayor que en fase exponencial debido a la tolerancia antibidtica
gue presentan estas bacterias. Las concentraciones de antibidtico utilizadas estuvieron
entre la concentracién maxima del antibiético alcanzada en el liquido de las cajas en los
animales y la concentracion valle (concentracion previa a la administracion de la
siguiente dosis de antibidtico). En todos los casos, las concentraciones utilizadas eran
alcanzables en el suero humano. La preparacion del inéculo requirié en este caso de 16
horas de incubacion, para luego ser centrifugado y resuspendido en un volumen menor
para concentrarlo hasta 10° UFC/mL como se ha comentado anteriormente. Luego se

realizé la dilucién 1:10 en el tubo final que contenia un medio restrictivo (4%MHB y 1%
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de glucosa (VWR International Eurolab, Barcelona, Espafia)) para mantener las bacterias
en fase durmiente. Igual que anteriormente, se incubaron en agitacién durante 24 horas
a 379C. En este caso, se extrajeron muestras a las 0, 8 y 24h de haber iniciado el

experimento, para dar un mayor margen inicial de actuacion a los antibidticos.

Se realizaron diluciones seriadas 1/10 de las muestras extraidas en todas las
curvas y se incubaron en placas de Trypticase Soy Agar (TSA, Becton-Dickinson, Madrid,

Espafia) con 5% de sangre y se incubaron a 372C durante 48 horas.

Todos los experimentos realizados con daptomicina contenian calcio (Merck,

KGaA, Darmstadt, Alemania) a concentracién de 50mg/L.

La actividad del antibidtico se definid6 como bactericida cuando conseguia
erradicar el 99,9 % del indculo inicial (esto es, un descenso en el recuento bacteriano
final > 3 log UFC/ml). En los estudios de actividad de las combinaciones de antibidticos
se definié como efecto sinérgico el aumento > 2log UFC/mL en la letalidad de la
combinacién respecto al antibidtico en solitario mas activo, indiferencia como un
cambio menor de 2 log (aumento o descenso) y antagonismo como un descenso en la
letalidad de la combinacidn > 2 log. Todas las curvas de letalidad tuvieron tres o mas

replicas.
3.3 Determinacion de la concentracion minima de erradicacion de biofilm

Para calcular la concentracion minima de erradicacién de biofilm (CMEB) se
siguio el protocolo desarrollado por Harrison et al. [147] en placas de microtiter de 96
pocillos (Innovotech Inc., Edmond, Canada) que contienen unas tapas con clavijas donde

se forma el biofilm (Figura 9).

Figura 9. Placa de microtiter de 96 pocillos con tapa que contiene las clavijas donde se
adhiere el biofilm formado. Fuente:©Innovotech Inc.
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Inicialmente se descongelaron las cepas y se hicieron dos subcultivos
consecutivos en placas de agar. Se prepard a continuacidn una suspension de la cepa en
medio liquido (MHB) y se incubd en agitacion a 372C hasta 1 McFarland. Seguidamente
se hizo una dilucién 1:30 del inéculo en MHB con 0.25% de glucosa. En una placa de
microtiter se dispuso de 100 ul de esta dilucion en cada uno de los pocillos y se cerré
con la tapa de manera que las clavijas encajaran perfectamente en los pocillos. Se realizé

un control del indculo.

Se dejé incubar la placa en agitacion a 372C durante 21-24h. Pasado el periodo de
incubacioén, se limpiaron las clavijas en 200ul de soluciéon tampdn fosfato salino (PBS,

(LabClinics S.A, Barcelona, Espafia)) durante 1 minuto.

Se prepard luego una nueva placa de microtiter donde en cada pocillo se colocé 200 pl
del antibidtico a estudiar a diferentes concentraciones. La tapa que contenia las clavijas
donde se habia formado el biofilm se colocé encima de la placa de microtiter de manera
que quedaban sumergidas en el medio con antibidtico. Se incubd de nuevo en agitacion

a 379C durante 24 horas (Figura 10).
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Exposicion a antibidticos
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Figura 10. Exposicidn de los biofilms a diferentes concentraciones de antibiético. Tras
la incubacidn de los biofilms, se hace un lavado y se trasladan a una placa que contiene
las diferentes concentraciones de antibiético. Fuente: ©Innovotech Inc.

Pasado el periodo de incubacion, se limpiaron las clavijas en 200ul de PBS durante 1
minuto. En una nueva placa de microtiter se colocaron 200ul de MHB suplementado con
0.25% de glucosa. Se puso la tapa de clavijas encima de la nueva placa de microtiter y se
sonicd en un bafio de ultrasonidos (BRANSON 5510; Afora) durante 5-10 minutos para

que el biofilm de las clavijas pasara al medio de cultivo. Luego se desech¢ la tapa y se
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colocd una tapa sin clavijas y se incubd de nuevo a 372C durante 24h (Figura 11). Al dia
siguiente se hizo la lectura de la densidad éptica (DO) a 650nm para identificar si habia

crecimiento.
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Figura 11. Recuperacion de las bacterias del biofilm superviviente al antibidtico.
Fuente: ©lnnovotech Inc.

Las determinaciones de CMI se realizaron en la placa de exposicidn tras el periodo de
incubacion. Las determinaciones de CMEB se llevaron a cabo colocando una gota de las
diluciones recuperadas del medio en una placa (para obtener recuento de células
viables) o mediante la evaluacidn cualitativa de crecimiento en los pocillos de la placa

de recuperacién tras el periodo de incubacién (Figura 12).
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Figura 12. Determinaciones de CMI y CMEB a partir de las placas incubadas.
Abreviaturas: CMI, concentracion minima inhibitoria; CMEB, concentracion minima de
erradicacion del biofilm; OD, densidad éptica. Fuente: ©lnnovotech Inc.
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Se describe la CMEB como la menor concentracidon de antibidtico capaz de
prevenir el crecimiento de forma visible en el medio recuperado utilizado para recoger

las células del biofilm.
4. Tiempo de generacién

Para comparar el crecimiento entre las diferentes cepas, incubamos un inéculo
bacteriano equivalente a 10° UFC/mL en MHB durante 24h en agitacion a 372C. Se
recogieron muestras en diferentes puntos horarios de la curva para calcular el nUmero

de bacterias que habia en cada momento.

El tiempo de generacion (g) se calculd de acuerdo a la ecuacion:

g=Ln2/u donde p=Ln N-Ln No /t-to

N es el nUmero de bacterias en el tiempo t, y No el nimero de bacterias en el tiempo to.
5. Estudios poblacionales y de exposicion a daptomicina.

5.1 Analisis poblacionales

El andlisis poblacional se realizé para observar si en las cepas wild-type, asi como
en las cepas recuperadas del modelo animal habia presencia de subpoblaciones
resistentes a daptomicina. Tanto las cepas recuperadas del liquido de las cajas tras
finalizar las pautas terapéuticas (ex vivo) como las cepas sin exponer se incubaron en 10
mL de TSB en agitacién y a 372C overnight. Luego se resuspendieron y ajustaron a una
concentracidn de 108 UFC/mL. Después se realizaron diluciones de la suspensién y se
cultivaron 0.1mL en placas de Mueller-Hinton Agar (MHA, (Becton Disckinson, Madrid,
Espafia)) que contenian diferentes concentraciones de daptomicina. Se dejaron incubar
estas placas durante 24-48 horas. En el caso que creciera alguna colonia en las placas,
se recultivaba de forma consecutiva en placas que no contenian antibidtico durante 5
dias y se determind su CMI. Todas las placas con daptomicina contenian calcio a

concentracién de 50mg/L.

5.2  Estudio de exposicion a daptomicina
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Las cepas originales susceptibles a daptomicina se incubaron por triplicado en
agitaciéon a 372C (a concentraciones de 108 UFC/mL) y fueron expuestas a
concentraciones crecientes de daptomicina durante 7 dias. Las cepas fueron
resuspendidas en MHB (diluciones 1:100) que contenia % xCMI de daptomicina y se
incubaron durante 24h a 372C en agitacién. Los cultivos con un crecimiento visual a las
24h fueron recogidos y diluidos de nuevo (1:100) en MHB que ahora contenia una
concentracién de daptomicina que doblaba la anterior (desde % XCMI hasta 4 XCMI)
(Figura 13). Asi mismo se sembraron en placas de MHA (diluciones 1:10) que contenian
diferentes concentraciones de antibidtico para seleccionar las cepas resistentes y se
incubaron durante 24-48h. En el caso que creciera alguna colonia en las placas, se
recultivaba de forma consecutiva en placas que no contenian antibiético y se determiné
la CMI para daptomicina. Estos experimentos se realizaron también con medio que
contenia una concentracion de claritromicina constante (50mg/L, 20% del valor de CMI)
en combinacidon con daptomicina. Todos los tubos y las placas con daptomicina

contenian calcio a concentracién de 50mg/L.

i i i 1:100
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Ya xCMI Y2 xCMI 1xCMI 2xCMI 4xCMI

Figura 13. Representacion del estudio de exposicidon a daptomicina (DAP). La cepa era
expuesta a concentraciones crecientes del antibidtico y tras 24 horas de incubacidn se
seleccionaban aquellos tubos donde habia habido crecimiento (turbidez visible) para
exponerlo a una concentracion mayor. Asi mismo se sembraban en placas que
contenian diferentes concentraciones de antibidtico para seleccionar las cepas
resistentes.
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6. Actividad anti-biofilm de claritromicina

El protocolo utilizado estd basado en el de Bauer et al.[148]. Los biofilms se
obtuvieron tras 24h de incubaciéon a 372C en MHB suplementado con glucosa de un
inéculo inicial de S.aureus de 107 UFC/mL (DOg20nm=0.01) en placas de 24 pocillos
(Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia) con un volumen total de medio por pocillo
de 400pL. Tras finalizar el periodo de incubacidn, el medio se eliminé y los pocillos se
limpiaron con PBS dos veces para eliminar las posibles bacterias residuales en fase
exponencial. Seguidamente el biofilm se fijé a los pocillos con metanol (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia). Luego se elimind y se dejaron secar los pocillos a temperatura
ambiente de 30 minutos a 1 hora y se tifieron con una solucidn de cristal violeta al 0.2%
(peso/volumen) en 20% de etanol (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). El exceso de cristal
violeta se elimind tras tres lavados con agua y el biofilm tefiido fue resolubilizado por la
adicion de acido acético glacial al 33% (vol/vol) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) e
incubado a temperatura ambiente durante 1 hora. Se determind la absorbancia del
cristal violeta de cada pocillo a una DO de 570nm utilizando un espectrofotdmetro para

microplacas.

Para evaluar el efecto de claritromicina en la formacién del biofilm, se afiadieron
diferentes concentraciones del antibiético al inicio del proceso (antes de la incubacion
de los biofilms) y se mantuvieron durante 24 horas. La actividad anti-biofilm de
claritromicina fue evaluada también frente a biofilms maduros de 24h (Figura 14). Al
final del periodo de incubacién el medio fue reemplazado por medio nuevo
suplementado con glucosa al 0.25% que contenia concentraciones crecientes de

claritromicina (2, 16, 32, 64 y 128mg/L) y reincubado durante 24 horas a 37°C.

Figura 14. Biofilm formado durante 24h y expuesto a antibiético durante 24 horas mas
(A) y el mismo biofilm tras ser tefiido con cristal violeta (B).
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7. Modelo animal
7.1 Metodologia para la estandarizacion

El protocolo experimental cumple la legislacion europea (Directiva 2010/63/EU)
y la espafiola (RD 53/2013) en la experimentacion animal y fue aprobada por el Comité
de Etica de Experimentaciéon Animal de la Universidad de Barcelona. El modelo esta
basado en el de Lucet et al.[139], si bien se hicieron algunas modificaciones. Se utilizaron
ratas Wistar macho de 225 a 250 gramos de peso (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle,
Francia). Los animales se mantuvieron en cuarentena durante 7 dias a la llegada al

Estabulario del Campus Bellvitge y luego pasaron a la sala en condiciones ad libitum.
El material y procedimientos para la realizacién del modelo se detallan a continuacion:

i Cajas de Teflén y piezas de metacrilato: las cajas de Teflén utilizadas son
cilindricas y multiperforadas (150 agujeros de 1 mm de didmetro) con las medidas: 30
mm de largo, 12 mm de didmetro externo y 10 mm de didmetro interno. Los extremos
se cierran cada uno con una tapa que tiene un agujero de 2mm de didmetro que permite
el acceso al interior de la caja por puncién con una aguja. Las piezas de metacrilato
(también llamadas coverslips, CV) tienen unas dimensiones de 7x7x1 mm y se
introducen dos en el interior de cada caja de Teflon. Todo el material (cajas de Tefldn,
tapas y piezas de metacrilato) fueron subministradas por la empresa Mecanizados del

Besos S.A, Barcelona, Espafia (Figura 15).

Figura 15.Caja de teflon multiperforada con dos tapas que contienen un orificio cada

una y las piezas de metacrilato.
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ii. Anestesia, analgesia y sacrificio de los animales. Los anestésicos, ketamina (80
mg/kg; Ketolar 50, Pfizer, Barcelona, Espafia) y xilacina (10 mg/kg; Xilagesic 2%, Farmacia
Palau Roig, Barcelona, Espafia), se administraron por via intraperitoneal a los animales
que fueron sometidos a cirugia. A todos éstos, antes de la cirugia y cada 24 horas
durante los 3 dias posteriores a la cirugia se les administré analgésico, buprenorfina
(0.01mg/kg, Metacam, Centauro Serv. Vet., Barcelona, Espafia) por via subcutanea. Para
los procedimientos de obtencidn de muestras, se utilizd anestesia inhalada con
isoflurano (Forane, Abbott, Madrid, Espaia). El sacrificio de los animales se realizé
mediante inyeccidn intracardiaca de una sobredosis de tiopental (Tiobarbital, Braun,

Barcelona, Espafia) con el animal previamente anestesiado.

iii. Inéculo bacteriano. La preparacion del indculo bacteriano se realizé en el Servicio
de Microbiologia del Hospital Universitario de Bellvitge de acuerdo con el protocolo
siguiente: a partir de alicuotas congeladas (a -702C) se realizaba un pase a una placa de
TSA con un 5% de sangre de la cepa de S. aureus y se incubaba a 372C durante toda la
noche. Al dia siguiente, algunas colonias se resuspendian en caldo TSB haciéndolas
crecer durante toda la noche a 372C para luego centrifugarlas y resuspenderlas en suero
fisiolégico hasta ajustarse a una densidad déptica equivalente al indculo necesario (0,2 x

10%a 2 x 10° UFC/mL).

7.2  Obtencidén y procesamiento de las muestras

La obtencién y procesamiento de muestras se realizaron de acuerdo con la
metodologia anteriormente descrita la cual permite mantener la viabilidad de las células

bacterianas durante su procesamiento [61,139].

i Liquido del interior de las cajas de Teflon.

El liquido de las cajas (LC) se obtuvo mediante puncion percutdnea. Se extraian de 0,2-
0,4 mL de liquido de las cajas (Figura 16) y se sometian a un proceso de sonicacion
mediante un bafio de ultrasonidos (150 W durante 1 min, BRANSON 5510; Afora) para
minimizar la agregacién celular. A partir del LC se realizaron recuentos bacterianos y

estudios de resistencia antibidtica. Para realizar los recuentos bacterianos se sembraba
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tanto una muestra directa como las diluciones 1:10 de la muestra en placas de TSA con
un 5% de sangre y se incubaban a 372C durante 48 horas. Tras el tiempo de incubacién
se obtenian los recuentos bacterianos en forma de log UFC/mL. El limite de deteccién

fue de 10UFC/mL.

Figura 16. Extraccion del liquido de las cajas de teflén por puncion percutanea.

ii. Piezas de metacrilato del interior de las cajas de Teflén.

Las piezas de metacrilato, también llamadas Coverslips (CV), una vez recuperadas se
introducian en un tubo de ensayo que contenia 1mL de PBS. Se procedia entonces a
hacer un lavado mecanico con agitacion (vortex) y se transferia de nuevo a un tubo con
fosfato salino (PBS) para repetir el lavado. Se realizaba un total de 3 lavados. Tras los
lavados se transferian los CV a un nuevo tubo que contenia PBS con Tripsina 6 U/mL;
Trypsin 500 mg, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) y se incubaba a 372C durante 20
minutos para su digestién enzimatica (“proceso de tripsinizacién”). Una vez finalizado el
proceso, se sonicaba la muestra (150W, 1 minuto). A partir del liquido de cada tubo, se
realizaban los recuentos bacterianos y los estudios de resistencia. La metodologia fue la

misma que la descrita en el procesamiento de los LC.

iii. Extraccidn de sangre mediante puncidn intracardiaca.

Este procedimiento se realizd para los estudios de farmacocinética y en el sacrificio del
animal. Se anestesid a los animales a partir de inhalacion de isoflurano y se procedié a
realizar la puncién intracardiaca con aguja de 25G. Se extrajeron muestras de 0.3mL de

sangre o se procedia al sacrificio del animal por inyeccién letal de tiopental sédico.
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7.3 Diseiio experimental del modelo de infeccion de cuerpo extraiio en rata:

protocolo esquematico.

El modelo anteriormente estandarizado por nuestro grupo utilizd un biofilm muy
maduro, con un periodo de infeccidn de 3 semanas, de gran exigencia antimicrobiana
para los estudios con SASM, lo que reproducia una infeccidn protésica tardia o crénica
del humano. Mas adelante, el grupo modificé este modelo, reduciendo el tiempo de
formacién de biofilm a tres dias para SARM, acercandose mads a una situacién de una

infeccién protésica aguda en humanos.

En el actual proyecto de tesis nos propusimos fijar un periodo de infeccién aguda
en el modelo in vivo para SASM, de exigencia variable. En los estudios donde se
evaluaron antibidticos y combinaciones de alta eficacia, determinamos un periodo de
infeccidén de exigencia intermedia. Se realizaron pruebas de exigencia antibidtica con

biofilms formados de 5, 7 y 10 dias.

En los estudios de evaluacién de la potencial actividad anti-biofilm de
claritromicina, buscamos un periodo de infeccién de menor exigencia, equivalente al
modelo utilizado anteriormente para SARM. El objetivo fue comprobar qué actividad
anti-biofilm tenia claritromicina frente a las dos cepas de SASM y SARM, en combinacién
con daptomicina y daptomicina-rifampicina. Por ello, se realizaron pruebas de exigencia
antibidtica en un periodo de infeccién de 3 dias para una cepa SASM y se compard el
tratamiento de daptomicina, el tratamiento anteriormente mas eficaz de daptomicina-

rifampicina y los controles.

Una vez estandarizado el modelo de 3 dias, se observaron los biofilms tanto en
microscopia dptica (tincién con hematoxilina) como por microscopia electrénica, para

ver el estado del biofilm en las dos cepas de SASM y SARM.

Los procedimientos consecutivos del disefio del modelo animal se explican de
forma resumida a continuacién y se representan de forma esquematica en el Esquema

1.
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Periodo de infeccién
(variable)

2-3 semanas Tratamiento (7d) 24h 72h

Cirugia
Fin tto.

Muestra LC (esterilidad)
Inoculacion

o

ia8
ial Muestra LC
Muestra LC

o

dia 11
Muestra LC
Sacrificio
Muestra CV

Esquema 1. Diseiio experimental del modelo de infeccion de cuerpo extraiio por S.
aureus en rata. Abreviaciones: LC, liquido de las cajas; d, dias; tto, tratamiento; CV,
coverselips.

i Cirugia: implantacién de una caja de teflon en cada flanco del animal (dos).

ii. Inoculacidn: tras la recuperacién de los animales y la cicatrizacién de la herida
(periodo de 2 a 3 semanas), se extraia muestra del liquido de las cajas por puncidn
percutanea para comprobar la esterilidad de este y que no hubiera presencia de otra
bacteria contaminante que pudiera interferir. Seguidamente se realizaba la inoculacidén
con la bacteria de interés.

iii. Inicio del tratamiento: tras el periodo de infeccidn, se extrajeron muestras del
liqguido de las cajas para hacer recuentos bacterianos (dia 1). Aquellas cajas cuyos
recuentos eran =5 log UFC/mL se incluyeron en los estudios terapéuticos, las que no,
eran descartadas. Se iniciaba entonces el tratamiento antibidtico.

iv. Tratamiento antibidtico: se administraron por via intraperitoneal o subcutanea a
los animales. Tuvo una duracién de 7 dias y los animales fueron incluidos de forma
aleatoria en el grupo control o en los diferentes grupos terapéuticos

V. Fin del tratamiento: a las 24 h de finalizar el tratamiento (dia 8) (para minimizar
el efecto de persistencia del antibidtico) se obtuvo liquido de las cajas para realizar el
recuento cuantitativo de bacterias. Tres dias después (dia 11 o periodo post-antibiético),
se volvid a extraer liquido de las cajas, se sacrificaron los animales y se recuperaron las

piezas de metacrilato.
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Vi. Evaluacion de la eficacia terapéutica: se evalué de la siguiente manera:
- mediante el descenso en los recuentos bacterianos en el LC entre el inicio del
tratamiento (dia 1) y tras su finalizacién (dia 8 y dia 11) (Alog UFC/ml).
- mediante la cuantificacion de bacterias adheridas en las piezas de metacrilato
(dia 11).
- mediante el indice de curacién el dia 11 en el liquido de las cajas y en las piezas
de metacrilato (porcentaje de muestras con recuentos bacterianos por debajo

del nivel de deteccidén respecto del total de muestras analizadas).

vii. Estudio de resistencias: se determind la aparicion de resistencias tanto el dia 8

como el dia 11 en el liquido de las cajas y en las piezas de metacrilato.
8. Modelo de CDC Biofilm Reactor
8.1 Metodologia para la estandarizacion

Este modelo in vitro es un sistema dindmico que permite el estudio de la
exposicion de un biofilm a diversos antimicrobianos, simulando su farmacocinética en
humanos. Utilizamos en el laboratorio el modelo de CDC Biofilm Reactor (BioSurface
Technologies Corporation, Montana, USA), un modelo ya utilizado anteriormente por
otros grupos, para evaluar la eficacia de diversos antibidticos frente a un biofilm de
S.aureus. Este modelo consiste en un reactor el cual dispone de un recipiente de cristal
con ocho brazos en los cuales hay insertados tres piezas de teflén (cupones) en cada

uno.

Este recipiente contiene un iman y tres tubos de entrada, asi como de una salida.
El biofilm se forma y mantiene dentro del recipiente, uniéndose a los cupones que
contienen los brazos. Este disefio permite tanto la entrada como la salida de nutrientes
y antibidticos a una velocidad controlada por una bomba de perfusién, la
homogenizacion del contenido del recipiente, asi como la realizaciéon del experimento
durante el tiempo, y la extraccion de diversas muestras en cada punto horario (Figura

17)
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Figura 17. Se muestra el reactor con los brazos, las entradas y la salida (izquierda) y los

brazos con los tres cupones cada uno (derecha).

Para poder evaluar la eficacia de los diversos agentes antimicrobianos, asi como
sus combinaciones, inicialmente realizamos una estandarizacion del modelo utilizando
la cepa de SASM 29213. Debido a las diversas variables que incluia el modelo, realizamos

diferentes pruebas para situar el experimento en unas condiciones controladas.

El modelo consiste inicialmente en una fase de acondicionamiento del biofilm: una fase
estatica y una fase dindmica. Tras la fase de acondicionamiento se inicia el tratamiento
antibidtico (ver esquema 2). La temperatura se fijo6 en 372C durante todo el

experimento.

Fase de acondicionamiento
Fase » Fase .
e B . Tratamiento
estatica dinamica

Esquema 2. Fases del experimento utilizando el CDC Biofilm Reactor.

En la fase inicial, llamada fase estatica, se dispone el medio de cultivo junto con
el indculo inicial de la bacteria dentro del reactor (350mL). En esta fase la bacteria se
adapta al nuevo entorno, inicia su replicacidn y se adhiere al teflén. EI medio de cultivo

utilizado para todas las pruebas fue TSB al 100% para asegurar un crecimiento elevado
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bacteriano, suplementado con 1% de glucosa, ya que la glucosa es un factor que influye
en la adhesion de S.aureus [149]. Las variables que se manejaban en esta fase eran por
un lado el indculo inicial y por otro la duracidn de la fase. Los estudios previamente
publicados en la literatura han utilizado tiempos comprendidos entre 12 y 72 horas

[114,122].

Tras esta primera fase, se realiza una fase dindmica en la que se suministra medio
de cultivo al reactor. En esta fase las bacterias que estdn en fase exponencial
suspendidas en el medio de cultivo son arrastradas al exterior y desechadas, y las
bacterias adheridas en el teflén formando el biofilm se mantienen. La literatura
existente no es uniforme respecto al medio de cultivo utilizado en esta fase, pues si bien
suelen emplearse medios restrictivos desde el 0.3% al 10% [114,121], no lo hicieron asi
todos los autores [118]. El objetivo principal es que las bacterias del biofilm
permanezcan en el reactor, mientras las que estdn en fase exponencial sean
desechadas, de manera que se utiliza una velocidad de entrada y salida del medio, que
ha de ser suficientemente elevada para condicionar un tiempo de residencia bacteriano
menor que su tiempo de generacidn. Nosotros elegimos utilizar un medio con
restriccion de nutrientes, para no saturar el reactor con bacterias en fase planctdnica
gue pudieran interferir la evaluacion de la eficacia antibidtica frente al biofilm y facilitar
la logistica del procedimiento. La duracidn de esta fase se fijé en 24 horas, tiempo ya
utilizado en trabajos anteriores [114,123]. La velocidad de entrada y salida del medio de
cultivo durante la fase dindmica depende del tiempo de residencia de la bacteria (tiempo

de generacidn). Se calculé el tiempo de generacidn de las dos cepas de estudio.

La fase de acondicionamiento del biofilm es importante, ya que depende de ésta
en qué estado (madurez) llega el biofilm a la siguiente fase, la fase de evaluacidn

terapéutica.

Después de la fase de acondicionamiento, se inicia el tratamiento antibidtico,
mientras continda el suministro de medio de cultivo al reactor. El tratamiento se
administré a partir de bolus al reactor a una concentracidn equivalente a la
concentracion maxima en suero humano y en el caso de la cloxacilina a una

concentracion fija por perfusion continua. Teniendo en cuenta las vidas medias de cada

77



MATERIAL Y METODOS

antibidtico, se ajustaron las velocidades de entrada y salida del medio de cultivo (Figura
18). En el caso de los controles, la velocidad de infusion utilizada fue la media entre las

velocidades utilizadas para los tratamientos.

Figura 18. Sistema CDC Biofilm Reactor con todos sus componentes en
funcionamiento. Se observa el medio de cultivo que entra por infusién continua en el
reactor por la bomba peristaltica, la bomba de dispensacion de antibiético, la placa
termostato con agitacion y el reactor.

8.2 Obtencidn y procesamiento de las muestras

Se extrajeron muestras en la fase pre-dindmica (tras la fase estatica), asi como
después de la fase dinamica (antes de administrar el antibidtico) lo que se llamé hora 0.

Durante el tratamiento antibidtico se recogieron muestras a las 8, 24, 32, 48 y 56 horas.

Se extrajeron muestras en cada punto horario tanto del medio que contenia el
reactor, como de los cupones (un brazo por punto horario). Se realizaron como minimo

dos réplicas de cada experimento.
Procesamiento de las muestras:

- El medio de cultivo se extrajo del reactor y se realizaron diversas diluciones 1:10

y se cultivaron en placas de TSA con 5% de sangre a 372C durante 48 horas.

- Se extrajeron 3 cupones de un brazo por cada punto horario. Se realizaron dos

lavados de los cupones en tampon fosfato salino (PBS) durante 3 minutos para eliminar
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aquellas bacterias que no estuvieran adheridas a los cupones y se colocé cada cupdn en
10 mL de PBS. Se recuperé el biofilm adherido de los cupones realizando 3 ciclos alternos
de agitacion mecanica (vortex) y sonicacion de 1 minuto cada uno, tras los cuales se
realizaron diluciones 1:10 del PBS que contenia los cupones y se cultivaron en placas de

TSA con 5% de sangre a 372C durante 48 horas.
- Se realizaron asi mismo, estudios de resistencia antibidtica.
8.3 Diseiio experimental-protocolo esquematizado

Antes de realizar los experimentos con el reactor, procedimos a la
estandarizacion del modelo para lograr la produccion del biofilm mas idéneo, evaluando

el papel de las diferentes variables en juego.

Variables Fase estatica Fase dinamica

Medio: TSB al 100%
Fijas Duracion de la Fase: 24 h.
+ 1% glucosa

Duracion de la fase
A evaluar % Restriccion del medio
Indculo inicial

Tabla 3. Variables fijas y a evaluar del modelo CDC Biofilm Reactor

Antes de realizar las diversas pruebas, se realizaron curvas de crecimiento y se
calculd el tiempo de generacién cada cepa para poder calcular la velocidad de infusién

del medio en la fase dindmica.

PRUEBA 1: Evaluacién variable tiempo durante la fase estatica.

Inicialmente realizamos dos pruebas de acondicionamiento del biofilm, una con
una duracion de la fase estatica de 72 horas siguiendo el primer estudio de Goeres et al.
[114] y otra de 24 horas siguiendo el protocolo publicado por el grupo de Rybak et al.
[118,122]. En la fase dindmica y en la fase terapéutica, como primera aproximacion, se

utilizé medio restringido al 20%.

Se realizaron recuentos bacterianos tanto del medio de cultivo como de los
cupones, éstos ultimos por triplicado en cada punto horario. Para evaluar el proceso de

formacién del biofilm en la fase de acondicionamiento, se determinaron las CMBs para
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cloxacilina (un antibiético esencialmente bactericida frente a bacterias en fase
exponencial) en muestras del medio y los cupones obtenidas tras la fase estatica y tras
la fase dindmica (hora 0). La CMB obtenida en estos puntos se comparé con la CMB para

cloxacilina de la cepa original.

PRUEBA 2: Evaluacién de la variable indculo inicial.

Se realizaron experimentos utilizando inéculos de 10°, de 10°y de 107 UFC/mLy

se compararon los recuentos respectivos obtenidos tras la fase estatica.

PRUEBA 3: Evaluacién del grado de restriccion del medio durante la fase dindmica.

Se compararon los efectos producidos sobre el grado de maduraciéon del biofilm
con la utilizaciéon de un medio restringido al 20% (nuestra opcién inicial) o al 10%
(utilizada por otros autores). Para ello utilizamos como indicadores indirectos las CMBs
para cloxacilina de las muestras obtenidas en los cupones en la hora 0 y el efecto de una

perfusion de 8mg/L de cloxacilina.

PRUEBA 4: Efectividad antibidtica

Una vez fijados el tiempo de la fase estética, el inéculo inicial y la restriccion del
medio de cultivo durante la fase dinamica, realizamos una prueba de efectividad
antibidtica con los antibidticos cloxacilina en perfusién continua a una concentracion

elevada (32mg/L) y levofloxacino en bolus a una concentracion maxima de 9.8mg/L.
9. Estudios de farmacocinética

Los estudios de farmacocinética se realizaron para seleccionar la dosis de
antibiodtico a utilizar en los animales o en el reactor antes de los estudios terapéuticos.
Las dosis seleccionadas fueron aquellas en las que los niveles de antibiético en el liquido

de las cajas o en el reactor eran equivalentes a los niveles en suero humanos.
9.1 Metodologia
9.1.1 Modelo in vivo

En los estudios de farmacocinética se realizaba la cirugia a los animales y tras el

periodo de recuperacidon se administraba una dosis Unica de antibidtico de estudio

80



MATERIAL Y METODOS

ajustada al peso del animal (sin infectar). Tras la administracion del antibidtico se
extraian muestras tanto de sangre (0.3-0.4mL) como del liquido de las cajas (0.3mL) en
diferentes puntos horarios, utilizando 3 animales por punto. Tras la extraccién, las
muestras se centrifugaban y el sobrenadante se almacenaba a -862C para su posterior

analisis.

La seleccién de la dosis a utilizar estuvo basada en estudios previos publicados
en roedores. En otros casos se realizaron diferentes pruebas tanto para escoger la dosis
adecuada como la via de administracion. Debido a que el modelo incorporaba un
tratamiento prolongado de 7 dias, se determindé también la concentracién maxima (pico,
concentracién maxima después de una dosis, Cmax) y minima (valle, momento previo a
la dosis siguiente, Cmin) de antibidtico en sangre y en liquido de las cajas el 42 dia de

tratamiento.
9.1.2 CDC Biofilm Reactor

El modelo del reactor simula una cinética de eliminacion “de primer orden” de
un farmaco. Asi, se debe tener en cuenta el aclaramiento o Clearance (Cl), que es el
volumen de plasma, en nuestro caso el medio de cultivo del reactor, que queda libre de
farmaco por unidad de tiempo (mL/min). Esta velocidad de aclaramiento es la velocidad

de infusion y salida del medio en el reactor. Se calcula siguiendo la formula:
Cl=Vvd x In2/ t ¥%;
donde Vd es el volumen de distribucion y t % la vida media del antibidtico.

En nuestro caso el volumen de distribucidn es un volumen constante (=Vc) de 350 mL,

gue corresponde al medio contenido en el reactor.

Las vidas medias para los antibidticos utilizados son [71]:
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Antibidtico Vida media (horas)
Rifampicina 5
Linezolid 5
Trimetoprim 10
Sulfametoxazol 10
Levofloxacino 7

Tabla 4. Vidas medias en horas para cada uno de los antibidticos

Al utilizar combinaciones de antibioticos, se calculd la cinética simulatanea de los
dos (uno de ellos rifampicina). Para ello, se siguid la metodologia descrita por Blaser et
al. [150], que aporta los principios matematicos y lo componentes técnicos necesarios
para reproducir la farmacocinética simultanea “de primer orden” de dos antibidticos
gue tienen diferente vida media. En el caso de la combinacién de rifampicina y linezolid,
ambos con la misma vida media, se administraba un bolus de los dos antibidticos en el
Reactor y se fijaba una velocidad de entrada y salida (velocidad de aclaramiento) del

medio que servia para los dos antibiéticos.

En el caso de las combinaciones de rifampicina con cotrimoxazol o levofloxacino,
los dos antibidticos administrados juntos presentan vidas medias distintas. En estos
casos, se necesita el compartimento del Reactor y un compartimento adicional que
suplementara uno de los antibioticos. En concreto, el farmaco “B” con una vida media
mas larga (que, por lo tanto, deberia ser eliminado mas lentamente) tiene que ser
suplementado en el compartimento del Reactor continuamente para reemplazar la
“sobre-eliminacion” que se produce debido a la mayor eliminacion (clearance) que
determina el fdrmaco “A”, con menor vida media. Asi, el antibidtico “B” se suplementa
mediante la infusidn en el compartimento del Reactor de un liquido que aporta una
concentracién igual a la de este compartimento (y que proviene del compartimento
adicional), mediante una velocidad de flujo que viene marcada por la diferencia entre

aclaramientos de los dos farmacos. Este funcionamiento se esquematiza a continuacién:
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Cl
B

CIA-CIB cl -l
A B

—V T ~—
C =0 c0

C, (1) C, (1
Compartimento adicional Reactor

Esquema 3. Simulacion de las velocidades de entrada y salida del medio (Clearance;
Cl) para el compartimento adicional y el reactor, asi como las concentraciones de cada
antibiodtico (C) dependiendo del tiempo (t) y el volumen para cada compartimento (Vc,
volumen constante; Vs, volumen del compartimento adicional). El farmaco A se
administra exclusivamente en el reactor, por bolus, a la concentracion maxima
deseada y estd ira disminuyendo a medida que pasa el tiempo (Ca(t)). El farmaco B,
con mayor vida media (menor velocidad de aclaramiento, Clg), debe ser suministrado
simultdneamente en el reactor y en el compartimento adicional, en bolus y a la
concentracién maxima deseada. Esta ird disminuyendo con el tiempo (Cs(t)). La
infusion de la droga B desde el compartimento adicional al reactor (Cla-Clg) permite
que se suplemente la cantidad de droga B en el reactor que se va perdiendo debido a
la alta velocidad de aclaramiento de la droga A.

Para calcular el volumen de medio que debe tener el compartimento adicional (Vs), y
gue asegure la misma concentracién de antibidético que en el compartimento del

Reactor, se utiliza la siguiente ecuacion:

Vs=Cla-Cls  xVc
Clg
Los estudios farmacocinéticos de cada antibidtico se realizaron utilizando las
mismas velocidades que cuando se evalué la combinacién, para asegurar el buen
funcionamiento del experimento. El medio utilizado en este caso fue agua destilada
estéril para poder analizar mas adelante las muestras. Se recogieron muestras en
diferentes puntos horarios, desde la administracion del bolus de antibidtico hasta 24

horas después. Se guardaron las muestras a -20 2 C hasta su analisis.

9.2 Determinacion de los niveles de antibiotico

9.2.1 Método del bioensayo
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La determinacién de los niveles de antibidtico se realizd a partir del método de
bioensayo por difusion para los antibidticos claritromicina, acido fusidico, rifampicina,

linezolid y levofloxacino.

Las extracciones de las muestras de sangre y liquido de las cajas de los animales
se realizaron en tubos Microtainer (Amber Tubes SST™, Becton-Dickinson, New Jersey,
USA). Para los estudios con el reactor, la toma de muestra se hizo directamente del
recipiente. La extraccion se realizd en diferentes puntos horarios desde la
administracién del antibidtico. Las muestras se centrifugaron a 18 000 g durante 10
minutos a una temperatura de 4 °C (Sorvall Centrifuge, Thermo Fisher, MA, USA). El
plasma se separ6 (en las muestras de los animales) y se alicuotaron y se guardaron a

-86°C hasta el dia de la determinacidn de niveles por bioensayo.

Para realizar los bioensayos se prepararon placas de agar (Antibiotic medium n2
1, Difco, Becton Dikinson, Madrid, Espafia) a las que se afiadié una proporciéon de un
microorganismo sensible al antibiético a analizar [151]. Una vez preparadas las placas
con el microorganismo se colocaron discos de celulosa (Oxoid, Hants, Reino Unido)
sobre las placas. Unos fueron impregnados (15uL) con una concentracién conocida del
antibiodtico a estudiar y otros con las diferentes muestras recogidas de los animales o el
reactor. Se incubaron las placas a 372C durante un periodo de tiempo (dependiendo del
microorganismo sensible al antibidtico que contenian las placas) y se midieron los halos
de inhibicién. A partir de los halos de inhibicion de los discos impregnados con una
concentracion conocida de antibidtico se realizaba una recta de regresion donde se
relacionaba el didametro del halo de inhibicidn con la concentracién de antibiético del
disco. Los resultados de esta recta de regresion se extrapolaban al didmetro de los halos
de inhibicion de las muestras recogidas con concentracion desconocida de antibidtico

(Figura 19).
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Figura 19. Descripcion grafica del método del bioensayo. Se observa la colocacion de
los discos de celulosa que contenian concentraciones de antibiético conocidas y
desconocidas y la recta de regresion que se obtiene tras la incubacion de las muestras
conocidas a partir de los halos de inhibicién.

La técnica del bioensayo permite determinar las concentraciones de antibiético

libre, no unido a proteina.

Para cada uno de los antibidticos, los microorganismos utilizados y los limites de

deteccidn fueron los siguientes:

- Claritromicina: Micrococcus Luteus (ATCC 9341); limite de deteccion de 0.25
mg/L; linealidad del ensayo r?0.99.

- Acido fusidico: Staphylococcus aureus (ATCC 25923); limite de deteccidn de
2mg/L; linealidad del ensayo r20.99.

- Rifampicina: S.epidermidis (ATCC 27626); limite de deteccién 0.25mg/L;
linealidad del ensayo r?20.99.

- Linezolid: Bacillus subtilis (ATCC 12432); limite de detecciéon de 2mg/L;
linealidad del ensayo r20.99.

- Levofloxacino: E.coli (ATCC 25922); limite de deteccion 1mg/L; linealidad del

ensayo r? 0.99.
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9.2.2 Cromatografia liquida de alta eficacia

En el caso de daptomicina, por su alto porcentaje de unién proteica, la
determinacién de los niveles se hizo mediante cromatografia liquida de alta eficacia o
high performance liquid chromatography (HPLC), en el laboratorio de Farmacologia, en
el Centro de Diagndstico Biomédico del Hospital Clinico-IDIBAPS, Barcelona. La
separacion cromatografica se realizd con el sistema Waters Alliance 2695 utilizando una
columna analitica Symmetry C18 (4.6 mm x 75 mm, tamafo de la particula 3.5 um). La
fase movil consistio en una mezcla de 0.2 M de PBS (pH 5.5) y acetonitrilo (70/30
[vol/vol]). El caudal de la bomba fue de 1 ml/min. y la deteccidén se realizd por
absorbancia UV a 223 nm. Las muestras, calibradores o los controles de calidad (100uL)
fueron mezclados con acetonitrilo (100uL) y centrifugados a 12 000g durante 5 minutos.
Se inyectd una alicuota de 25 pL de sobrenadante. El método fue validado con éxito, y
los resultados fueron lineales, sobre el rango de concentracién estudiado (5 a 250 pg /

mL).

En el caso de cotrimoxazol se determinaron los niveles del antibidtico gracias a
la colaboraciéon de la Dra. Nuria Lloberas en el Laboratorio de Nefrologia del
Departamento de Ciencias Clinicas. Se determinaron los niveles de TMP y SMZ por
Cromatografia Liquida de Ultra-alta eficacia o Ultra performance liquid chromatography

(UPLC) con deteccién ultravioleta (UV).

A continuacidn, se detalla el protocolo realizado por la Dra. Lloberas, siguiendo

el protocolo de Ribera et al. [152] con algunas modificaciones:
1. Extraccién de muestras

Las extracciones de las muestras de sangre y liquido de las cajas de los animales
se realizaron en tubos vacuettes®. Para los estudios con el reactor, la toma de muestra
se hizo directamente del recipiente. La extraccidon se realizé en diferentes puntos
horarios desde la administracién del antibidtico. Las muestras se centrifugaron a 18 000
g durante 10 minutos a una temperatura de 4 °C (Sorvall Centrifuge, Thermo Fisher, MA,

USA). El plasma se separd (en las muestras de los animales) y se alicuotaron en 2 tubos

86



MATERIAL Y METODOS

eppendorf de polipropileno de 1 mL. Las alicuotas se guardaron a —20 °C hasta el dia de

la determinacidn de niveles por cromatografia.
2. Preparacion de las muestras

La preparacién de las muestras, controles y recta de calibrado se realizo
mediante una precipitacion con una solucion de acido tricloracético (TCA) a una
proporcion (200: 20, muestra/ TCA, respectivamente). Posteriormente el tubo se
centrifugd a una velocidad de 13 000 g durante 10 minutos (Hettich® Benchtop Universal
16R centrifuge, Bach, Switzerland). Se inyectaron 5 ul del sobrenadante resultante en el
UPLC para la cuantificacién simultdnea de la concentracién de sulfametoxazol y

trimetoprim.
3. Determinacion de niveles por UPLC/UV

La determinacion de las concentraciones plasmaticas de sulfametoxazol y
trimetroprim en muestras de suero y cajas, asi como las muestras del reactor, se
realizaron mediante ultra-high performance liquid cromatography (UPLC) con deteccién
ultravioleta (Acquity(®) UPLC(®)). Para la determinacion cromatografica se utilizé una
columna de fase reversa C18 BEH™ (2.1x100mm id, 1.7um). Como eluyente, se utilizd
como fase mdvil una mezcla de los disolventes acetonitrilo y agua con sal de
monofosfato de potasio 10 mM a la siguiente proporcién: (ACN:H20 - K2HPO4 10mM)
(20:80) aun pHde 7.2.

4. Inyeccidn de la muestra. Se inyectaron 5 pl de cada muestra y la inyeccidn de las

muestras fue en modo de full loop.

Los perfiles farmacocinéticos consistieron en 9 muestras tanto del suero y liquido
de las cajas de las ratas como del liquido del reactor. Las extracciones de las muestras
se realizaron antes de la primera dosis (concentracion pre-dosis) y a lo largo de las 24
horas posteriores a la primera dosis de cotrimoxazol. El muestreo se hizo a los siguientes

tiempos: 0,0.5,1, 2,4, 6,8, 12y 24 horas.

9.3 Seleccion de las dosis de antibiotico: criterios farmacocinéticos vy

farmacodinamicos
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Una vez determinados las concentraciones de antibidtico en los distintos puntos
horarios, se construyeron graficas de concentracion-tiempo para cada uno de los
antibidticos con la ayuda de una aplicacién informatica (PK Functions for Microsoft
Excel. Usansky, J. I., Desai, A. and Tang-Liu, D. Department of Pharmacokinetics and Drug

Metabolism, Allergan, Irving, CA 92606, USA).

Se calcularon los siguientes parametros farmacocinéticos y farmacodindmicos
tanto en el agua destilada para el reactor como en sangre y en el liquido de las cajas de
los animales: concentracion maxima o pico (Cmax), vida media (t % ) , constante de
eliminacidn (K), area bajo la curva durante 24 horas (AUC ¢-24n, €n relacién al grafico
concentracién-tiempo), T>CMI (tiempo durante el cual la concentracion de antibiotico
se mantiene por encima de la CMI), Cmax/CMI (relacion entre la concentracion pico y la
CMI) y el cociente AUC/CMI. En el caso de los niveles de antibidtico en el reactor, al
utilizar un modelo in vitro, se calcularon aquellos niveles no unidos a proteina para todos

los parametros.

Finalmente, en base a conocimientos previos se seleccionaron aquellas dosis que
aseguraran unos parametros farmacocinéticos similares a los conseguidos en suero de

humanos con las dosis habituales [153-155].

En el caso del modelo in vivo, la particularidad de nuestro modelo animal residia
en el hecho de la existencia de dos compartimentos (suero y liquido de las cajas), y en
estos casos es conocida la relacion existente entre las concentraciones en suero y en
diferentes compartimentos con fluidos extravasculares que se caracteriza por: I/ la
concentracion pico en suero es mayor respecto al compartimento extravascular; 11/ la
concentraciéon de antibidtico se elimina mas tardiamente en el compartimento
extravascular por lo que el T>CMI es mayor que en suero; y lll/ el AUC de ambos espacios
es similar. Por este motivo, se seleccionaron aquellas dosis en animales que aseguraban
una AUC en el liquido de las cajas equivalente a la conseguida en suero de los humanos;
este criterio fue aplicado para todos los antibidticos excepto para cloxacilina ya que el
parametro farmacodinamico que mejor se relaciona con su eficacia es el T>CMI y asi los
mayores valores de T>CMI en el liquido de las cajas permitieron una dosificacién mds

espaciada de lo que suele ser habitual en las ratas.
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9.4 Grupos terapéuticos
9.4.1 Modelo animal

A continuacién, se muestran todos los grupos terapéuticos estudiados en el
modelo animal, asi como su equivalencia en humanos. En el caso de cloxacilina,
rifampicina y levofloxacino, las dosificaciones se determinaron en estudios

farmacocinéticos previos [141].

Grupos terapéuticos en el modelo Dosis equivalente en humanos
animal
Daptomicina 45mg/Kg/dia ip. 8-10mg/Kg/dia
Cloxacilina 200 mg/kg/12 h ip. 2 g/4h
Rifampicina 25 mg/kg/12 h ip. 900 mg/d
Levofloxacino 100mg/kg/dia ip. 750mg/d
Claritromicina 100mg/Kg/dia ip. 500 mg/12 h
TMP-SMZ 120mg/kg/dia sc.* 160mg/800mg 8h

Cloxacilina+Rifampicina

Cloxacilina+Daptomicina

Levofloxacino+Rifampicina

Daptomicina+Rifampicina

Daptomicina+Levofloxacino

Daptomicina+Claritromicina

Daptomicina+Rifampicina+Claritromicina

Control (suero fisioldgico)

Tabla 5. Antibidticos estudiados y su equivalencia en humanos.
*Dosificacion para 3 dias (ver apartado resultados).
Abreviaciones: ip, Intraperitoneal; sc, subcutaneo.

9.4.2 Modelo in vitro de CDC Biofilm Reactor

Las dosis utilizadas en el modelo in vitro se basaron en los pardmetros
farmacocinéticos y farmacodindmicos en humanos teniendo en cuenta aquella

proporcion de antibidtico no unido a proteina (free, f). Se simularon los regimenes:
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Antibiodtico Porcentaje
(dosis fAUCo.24n de unién a
equivalente en fCmax (mg/L) (mg.h/L) proteina
humanos)
Rifampicina

6 41 80
(600mg/24h)
Levofloxacino

9.8 63-84 30
(750mg/24h)
Linezolid

9.6 151.8 31
(600mg/12h)
Trimetoprim

1 17.5 50
(160mg/8h)
Sulfametoxazol

13.5 225 70
(800mg/8h)

Tabla 6. Antibidticos estudiados en el modelo in vitro. Dosis equivalente en humanos;
valores de su concentracion maxima (Cmax) y el area bajo la curva (AUC) del
antibidtico libre de proteina (f, free), y estimacion del porcentaje de unién a proteina
para cada antibidtico en humanos.

9.4.3 Farmacocinética particular de cotrimoxazol

Los estudios de farmacocinética/farmacodindamica de cotrimoxazol plantean una
especial dificultad por el hecho de incluir en su composicion dos sustancias
diferenciadas, el TMP y el SMZ. Su mayor eficacia, basada en la maxima sinergia que
proporciona la combinacién de TMP con SMZ, se obtiene con una proporcion de 1:20
respectivamente. Los niveles deseados del antibiético en las cajas de teflon fueron los
niveles equivalentes en humanos a las dosis de 160mg TMP/800mg SMZ cada 8 horas,
lo que suponia unas concentraciones maximas entre 1.5-2mg/L para TMP y entre 45-
50mg/L para SMZ y unas &reas bajo la curva de 35 mg.h/L para TMP y de 750mg.h/L de
SMZ [156-158]. Esta proporcion de TMP:SMZ de 1:20 suele alcanzarse en el suero
humano tras la administracién de una proporcion de 1:5 por la diferencia en el proceso

de metabolizacién del TMP y SMZ.
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Se realizaron dos estudios:

Primer estudio:

El primer estudio se realizé siguiendo la metodologia de Lares-Asseff et al. para
analizar la penetracion antibidtica tisular en un modelo de animal en ratas Wistar [159].
Para ello se administré a los animales una concentraciéon de 13 TMP: 65 SMZ mg/kg
(proporcién 1:5) por via intraperitoneal y se determinaron los niveles de los dos

antibidticos durante 24 horas.

Segundo estudio:

Teniendo en cuenta que la dosis letal de TMP por via intraperitoneal es 20mg/kg,
no existia mucho margen para utilizar dosis superiores a las del primer estudio,
utilizando la via intraperitoneal. La dosis letal tras la administracidon subcutdnea es
bastante mas elevada, de 300mg/kg de TMP. Por ello en este estudio se administro el
antibidtico por via subcutanea, a dosis mas elevadas, 120mg/kg de TMP, con el objetivo
de retardar su metabolizacién. Para compensar los hallazgos de la ratio TMP/SMZ
observados en el anterior estudio, se modificd la proporcion de estudio a 1:1

(TMP:SMZ).

9.4.4 Problematica del acido fusidico

Los datos de farmacocinética de acido fusidico en humanos se basan en estudios
realizados hace unas décadas que mostraron unos niveles pico de 20-30 mg/L al utilizar
dosis de 500mg/8h [160,161]. No obstante, se observaron niveles muy variables entre
pacientes y una cierta acumulacién en el transcurso del tratamiento. Los estudios de
farmacocinética en la rata han sido escasos y algunos de ellos han apuntado la dificultad
para ser llevados a cabo en roedores [71,162]. En los dos trabajos realizados por Findon
y Rowe en la rata [163,164], se utilizd la forma de dietanolamina fusidato, que a dosis
de 200mg/kg por via subcutanea obtenia unos niveles maximos equivalentes a los

humanos.

Primer estudio
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Por este motivo en los primeros estudios farmacocinéticos se utilizé la
formulacion de dietanolamina fusidato (DEF) por via subcutanea a las dosis de 200mg/kg
y de 250mg/kg.

El antibidtico en su formulacién “dietanolamina fusidato” fue subministrado por LEO
PHARMA (Dinamarca). Posteriormente, la empresa dejé de suministrar el antibidtico y

fue totalmente imposible garantizar la disponibilidad de la droga en esta formulacion.

Segundo estudio

Las dificultades de suministro expuestas condicionaron los estudios posteriores.
En un segundo estudio se utilizd la formulaciéon del acido fusidico como fusidato sédico,
suministrada por Sigma-Aldrich. Se evaluaron los resultados farmacocinéticos con
concentraciones de 200mg/Lm por via intraperitoneal en lugar de subcutanea.
Se realizaron nuevas pruebas con dosis de 400mg/kg y 300mg/kg, pero en ambos casos

los animales no toleraron esta dosificacion y tuvieron que suspenderse.

Tercer estudio

Ante las dificultades encontradas, se planted la posibilidad de utilizar
directamente el antibidtico en su formulacién para la administracion intravenosa en
humanos. Para ello se contacté con la Farmacia Carreras (Barcelona) quien lo suministré
al laboratorio. Los datos obtenidos en el primer estudio con dietanolamina fusidato y
los trabajos de Fantin en el conejo [165], que mostraban unos niveles superiores con la
utilizacién de la via subcutanea, hicieron que se optara nuevamente por esta via de
administracion. Se utilizé pues en este estudio la preparacién humana a la dosis de

300mg/kg por via subcutanea.
Cuarto estudio
Se utilizé la formulacion preparada para uso humano a la dosis de 250mg/L en

primera instancia y de 200mg/L en segunda instancia por via intraperitoneal.

10. Evaluacion del desarrollo de resistencia antibiotica durante el tratamiento
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Se realizaron estudios de resistencia para determinar el posible desarrollo de
cepas resistentes durante los estudios terapéuticos. Se preparaban placas de agar
(MHA) con una concentracidon de antibidtico equivalente o superior a la CMI de la
bacteria y se conservaban en cdmara frigorifica (4 2C) como maximo 7 dias para
preservar la actividad del antibidtico. Las muestras recogidas del reactor, liquido de las
cajas y del procesamiento de las piezas de metacrilato (100 pl en ambos casos) se
inocularon sobre estas placas con antibidtico y se incubaron a 372 durante 48 h. Los
resultados se interpretaron cualitativamente como positivos (cualquier crecimiento
macroscopico de colonias de S. aureus sobre las placas) o bien como negativos (ausencia

de crecimiento macroscdépico) (Figura 20).

recuperadas de S.aureus resistentes al antibiotico.

Los antibidticos estudiados mediante este método, con las respectivas

concentraciones de farmaco que se afiadian a las placas, fueron:
- Rifampicina, placas con 1 pug/ml

- Daptomicina, placas con 0.5 pg/mly 1 ug/ml

- Levofloxacino, placas con 1 pg/ml

- Cloxacilina, placas con 1 pg/ml

- Linezolid, placas con 4 pg/ml
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- Cotrimoxazol: placas con 4 pg/ml de trimetoprim y 80 ug/ml de sulfametoxazol.
- Acido fusidico: 1-2 pg/ml.

Tras la incubacién, en el caso de que aparecieran cepas en estas placas se
transferian a placas de agar sangre sin presencia de antibidtico (para evitar su
interferencia) y se procedia posteriormente a la determinacién de la CMI para estas
cepas por el método de macro y microdilucidn para ver si ésta habia variado respecto a

la cepa original.
11.  Visualizacion del biofilm al microscopio

Se realizaron fotografias al microscopio 6ptico y al microscopio electrénico de
los biofilms obtenidos tanto en los animales como en el reactor (se llevaron a cabo en
los Servicios Cientifico-Técnicos del IRB de la Universidad de Lérida con la colaboracién

del Dr. Ribera).

Para la visualizacion en el microscopio 6ptico (MO) se realizaron tinciones con
hematoxilina de secciones del biofilm de 10 micras, para tefiir los nucleos celulares de
azul para SARM BAA-39 y SASM 29213. También se realizaron cortes semifinos (1 micra)

en araldita del biofilm de SASM 29213 y se tifieron con azul de Richarson.

Asimismo, se realizaron fotografias con el microscopio electrénico de barrido

(SEM) y de transmisién (TEM).

Para la observacion al TEM se fijaron las muestras en glutaraldehido al 2.5% en
tampédn fosfato 0.1M durante un mdaximo de 24 horas. Seguidamente se realizaron tres
lavados en tampdn fosfato de 0.1M. Se hizo la post-fijacion en tetradxido de Osmio al
1% durante 2 horas. Se lavaron las muestras en acetato sédico 0.1M no tamponado (2
veces durante 2 minutos), seguido de acetato de Uranilo acuoso al 0.5% durante 30
minutos. Se realizé entonces otro lavado con acetato sédico 0.1M no tamponado (2
veces durante 2 minutos). La deshidratacion se hizo con acetronilo progresivo (30%,

50%, 70% y al 100%).

A continuacién, se hizo la inclusion en resinas EMBED 812 en agitacion y a

temperatura ambiente como sigue: Resina/acetronilo 1/1 1 hora 30 minutos;
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resina/acetronilo 2/1 durante toda la noche y resina sola 1 hora 30 minutos.

Seguidamente se realizé la polimerizacién de la resina nueva durante 48 horas a 602C.

El protocolo utilizado para la preparacidén de las muestras y su visualizacion en el
SEM fue el siguiente: limpieza de la muestra con tampdn fosfato 0.1M, pH 7.4 durante
1 minuto y fijacién con solucién de 2.5% de glutaraldehido en tampdn fosfato 0.1M, pH
7.4 durante toda la noche a 42C. Después se realizaron lavados de la muestra en tampdn
fosfato 0.1M durante 10 minutos dos veces. A continuacion, se realizo la deshidratacion
con acetonitrilo progresivo 30%, 50%, 70%, 100% de 30 minutos cada uno. Se dejaron
secar y se colocaron en estufa a 602C durante la noche. Seguidamente se realizo la
pulverizacién catédica de Carbono (3 segundos) y Oro (3 minutos) en condiciones
estandar. Las muestras se observaron a Microscopio electrénico de Rastreo DSM 9408,

a una distancia de 10mm, y una aceleracion de 10kV.
12. Estudios estadisticos

Los resultados fueron analizados utilizando el software SPSS (Statistical Package
forthe Social Sciences; versidn 20.0). En los estudios in vitro, el andlisis estadistico para
evaluar las diferencias entre las tasas de crecimiento se realizd utilizando el test no
paramétrico de Regarding Mann—Whitney U. En el caso de los estudios para biofilm los
resultados fueron comparados utilizando la x2. En los estudios los recuentos bacterianos
se presentaron como log UFC/mL (medias tdesviacion estdndar). Se comprobd la
distribucién normal de los datos relativos a los recuentos bacterianos mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias en los recuentos bacterianos de los
diferentes grupos se evaluaron por andlisis de varianza con el post hoc test de
Bonferroni. La comparacion entre grupos del porcentaje de resistencia antibiética como

las tasas de curacidn se analizaron por x2.

Para todos los test, las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas

con valores de P<0.05.
13.  Ambito de trabajo y medios disponibles para la realizacién del proyecto

Para la realizacién del proyecto contamos con las instalaciones del Laboratorio

de Infeccidn Experimental del Servicio de Enfermedades Infecciosas del HUB, en el seno
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del Departamento de Ciencias Clinicas de la Facultad de Medicina, Campus de Bellvitge,
Universidad de Barcelona. Este Laboratorio cuenta con instalaciones que permiten
realizar el procesado de las muestras, tanto los procesos microbioldgicos como las
determinaciones bioquimicas (congelador, campana de flujo laminar, estufas de cultivo,
bafio, espectrofotémetro, etc). El modelo con los animales se realiza en un
miniquiréfano del estabulario de la Universidad de Barcelona, en el mismo Campus de
Bellvitge. Este estabulario cuenta con personal entrenado en el cuidado de los animales
antes de iniciar el experimento y un veterinario. También se dispone del soporte del
Laboratorio de Microbiologia del Hospital Universitari de Bellvitge donde se realiza la
preparacion del indéculo, asi como el apoyo de la Dra. Lloberas del Laboratorio de
Nefrologia del Departamento de Ciencias Clinicas del Hospital Universitari de Bellvitge
donde se han determinado los niveles de cotrimoxazol. Las fotografias realizadas a
microscopia se realizaron con el apoyo de Susana Arnedo del Departamento de
Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario de Bellvitge y del Dr. Ribera del Instituto
de Investigaciéon Biomédica (IRB) de Lérida. La doctoranda, que trabaja directamente
con los animales, ha realizado el Curso de formacion de personal investigador usuario
de animales de experimentacién, requerido para realizar experimentacién animal.
Asimismo, el proyecto experimental fue aprobado por el Comité Etico de
Experimentacion Animal de la Universidad de Barcelona, asi como el DARP de la
Generalitat de Catalunya. La doctoranda se encargd de la ejecucién del modelo:
anestesia, implantacion del cuerpo extrafio, inoculacién del microorganismo,
administracidn de pautas terapéuticas y toma de muestras y determinacion de cultivos
cuantitativos y niveles de antibidticos. Asi mismo estd adscrita al Programa de
Doctorado de Medicina de la Universidad de Barcelona. Para la realizacién y financiacion
de todos estos estudios se ha dispuesto del soporte de las ayudas FIS 10/01001 y FIS
13/00550.

Nuestro equipo forma parte del Grupo de investigacion del IDIBELL “Infecciones
de Dificil Tratamiento” y a su vez del Grupo de investigacion consolidado y reconocido
de la Generalitat de Catalunya “Patologia Infecciosa y Sensibilidad Antimicrobiana”.
Nuestros estudios quedan enmarcados dentro de la REIPI. Esta red en la que se integra

nuestro centro, ha incluido la infeccién de la prdtesis articular entre sus problemas de
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salud prioritarios de estudio, “Patogenia y Tratamiento antimicrobiano de la Infeccion
de Proétesis Articular”, linea cuya coordinacién la realiza el Dr. Ariza, director del
presente proyecto de investigacién. El modelo de Infeccién de cuerpo extraiio de
nuestro laboratorio forma parte de la plataforma transversal de “Infeccion

III

Experimental” de la REIPI que transfiere e integra sus resultados con la investigacion

clinica de la red.

Laboratorio de Infeccién Experimental de la Facultad de Medicina del Campus de
Bellvitge (Universidad de Barcelona).

Estabulario del Campus de Bellvitge (Universidad de Barcelona)
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V. RESULTADOS (por Objetivos)

Objetivo 1. Estandarizacion de modelos de infeccidon experimental de cuerpo extrafio
Objetivo 1a. Modelo de infeccion de evolucién aguda de exigencia variable por SASM

en la rata

Como ya se ha comentado en el apartado de Material y Métodos, como primera
aproximacion se estandarizé el nuevo modelo de infeccidn en la rata para SASM de una
infeccién aguda de exigencia intermedia para comparar tratamientos muy activos frente
a biofilm. Se utilizaron para la estandarizacién dos pautas ilustrativas: cloxacilina,
antibiotico de referencia para las infecciones estafilocdcicas, pero de escasa eficacia en
el modelo de biofilm, y la combinacién de rifampicina-daptomicina de notable eficacia
en el modelo anterior de infeccion por SARM. Se utilizaron dosis elevadas de
daptomicina (100mg/kg/dia), supuestamente simulando la farmacocinética humana del
antibidtico en las cajas de teflon de los animales. Se realizaron periodos de infeccion de

5, 7 y 10 dias. Los resultados fueron:

Dias de Tratamiento DIA1 DIA 8 DIA11
infeccidn (n)
LC LC LC cv
Alo Alo log UFC/mL
'°g(li ';Ic)/)mL UFC/rgnL UFC/rgnL g(i-SD)

- (£SD) (£SD)

5 dias* CXA (6) 6.40+0.4 -2.11+0.4 -3.2620.5 2.34+1.2
D100+RIF(6) 6.2210.9 -4.9010.7 -5.0810.9 0.94+0.05

Control(8) 6.39:0.4 0.06:0.7  0.61#0.5  5.7+0.80

7 dias* CXA (6) 5.77+0.3 -1.02+0.9 0.59+1.0 4.59+1.0
D100+RIF(6) 6.00+0.3 -3.39+1 -4.87+0.5 0.9+0

Control(6) 6.76+0.6 -0.06+0.6 0.48+0.9 5.28+0.7

10 dias CXA (4) 6.40+0.4 -1.49+0.5 0.40£0.5 5.97+0.3

D100+RIF(4) 6.22+0.9 -2.66%0.2 -4.18+0.4 1.85+0.90

Control(4) 6.39+0.4 0.03+0.05 0.50+0.3 5.0+0.50

Tabla 7. Recuentos bacterianos de SASM 29213 en el liquido de las cajas (LC) el dialy
en los coverslips (CV) el dia 11; asi como los descensos bacterianos en el LC el dia 8 y
el dia 11 respecto al dia 1 para los diferentes periodos de infeccidn y tratamientos;
CXA (cloxacilina); D100 (daptomicina) y RIF (rifampicina).

*Diferencias significativas entre periodos de infeccion para los diferentes
tratamientos.
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Los resultados mostraron diferencias significativas entre los grupos con periodos
de infeccidon de 5 y 7 dias, pero no entre los de 7 y 10 dias (P<0.05). Se fijé pues un

periodo de infeccion de 7 dias para el modelo animal de SASM 29213.

Posteriormente quisimos evaluar si una infeccién de 3 dias, estandarizado
previamente en el proyecto de SARM, podia utilizarse de la misma manera con la cepa
SASM, para la evaluacién de pautas comparativas con una exigencia menor, como podia
ser el caso de la actividad anti-biofilm de claritromicina. En este estudio se pretendia
comparar la eficacia de daptomicina y daptomicina-rifampicina en combinacién con
claritromicina en ambas cepas. Esta reduccién del tiempo de infeccion permitia utilizar
ya el modelo estandarizado para SARM y simplificar la logistica de los experimentos. La
dosis de daptomicina utilizada en estos experimentos fue de 45mg/kg/dia, revaluada
respecto a las dosis mas elevadas empleadas en los estudios previos, y considerada
realmente mas equivalente a 8-10mg/kg/dia en humanos. Esta modificacion de la dosis

se hizo en base a los resultados obtenidos al determinar los niveles de daptomicina por

HPLC.
Tratamiento DIA1 DIA 8 DIA11
(n)
LC LC LC cv
logUFC/mL Alog UFC/mL Alog UFC/mL log UFC/mL
(£SD) (£SD) (£SD) (£SD)
DAP45 (6) 7.11+0.3 -1.75+1.3 -1.44+1.1%* 4.08+1.5*
DAPA45+RIF(6) 6.8910.5 -3.47+1.2 -4.79+0.5** 1.57+0.6**
Control(5) 6.59+0.7 1.04+0.7 0.8210.3 6.34+0.2

Tabla 8. Recuentos bacterianos de SASM 29213 del LC del dia 1 tras un periodo de
infeccion de 3 dias y los resultados de eficacia de los diferentes grupos frente a
bacterias del LC (descensos en el recuento bacteriano del dia 8 y el dia 11 respecto al
dia 1) y del CV (recuentos bacterianos del dia 11).

*diferencias significativas respecto al control P<0.05.

**diferencias significativas entre tratamientos P<0.05.

Se observé que el modelo de infeccién de 3 dias permitia discernir la eficacia de
los tratamientos respecto al control y entre si. La combinacidon de daptomicina con

rifampicina fue mas eficaz que daptomicina en monoterapia y protegié la aparicion de
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resistencias a ambos antibidticos, mientras que se desarrollaron cepas resistentes en el
50% de casos tratados solo con daptomicina. Por ello, se fijé el periodo de infeccién de

3 dias para los estudios de eficacia anti-biofilm de claritromicina.

La figura 21 ilustra la diferencia macroscépica de tamafio observada en los
biofilms obtenidos en los modelos de 3 y 7 dias respectivamente, acorde con la distinta
exigencia mostrada frente a las diversas pautas antimicrobianas.

A B

Figura 21. Biofilm de SASM 29213 formado durante un periodo de infeccion de 3 dias
(A) y 7 dias (B).

En las fotografias realizadas a microscopia dptica (MO) para las dos cepas (SASM
29213 y SARM BAA-39) observamos que la masa de biofilm recuperada tras el periodo
de infeccion de 3 dias contenia una substancia amorfa, ademas de un alto contenido en

hematies, leucocitos y células apoptodticas (Figuras 22, 23y 24).

\/

Figura 22. Fotografia a MO, tincién con hematoxilina a (A) 200x y (B, C) 400x, del

biofilm de SARM BAA-39. Se observan leucocitos en azul y hematies en amarillo.

103



RESULTADOS

Figura 23. Fotografias a MO, tincién con hematoxilina a (A) 200x y (B, C) 400x, del
biofilm de SASM 29213.

Se observa claramente los leucocitos (azul), hematies y la sustancia amorfa (sefializado).

Los nucleos de las células se observan en azul.

Figura 24. Corte de 1 micra en araldita del biofilm de SASM 29213 tefido con azul de
Richarson a MO. Se realizaron a (A) 40x y (B) 200x. En la ampliacién se observa:
eritrocitos (flechas negras), linfocitos (flechas rojas), cocos (amarilla) y la sustancia

amorfa.

Asi mismo se hicieron fotografias a microscopio electrénico para ambos biofilms.

Observamos que la mayoria de leucocitos estaban muertos y lisados (Figura 25).
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B

TS DTN
Figura 25. Fotografias al TEM del biofilm: SASM 29213: coco (A-1y B-1) y leucocito (A-
2), junto con la sustancia amorfa (B-2). También fotografia a ME de los leucocitos en

el biofilm recuperado de SARM BAA-39 (C). Se observan leucocitos: Fase inicial de
muerte (C-1); mantiene la forma celular (C-2) y completamente lisados (C-3).

Se realizaron fotografias con el microscopio electrénico de rastreo (SEM) del biofilm de
SASM de 3 dias.

Figura 26. Imagen a SEM (1200x) del biofilm de SASM 29213. Se observan los cocos y
toda la matriz del biofilm.
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Objetivo 1b. Modelo de biofilm in vitro por SASM y SARM en un sistema CDC Biofilm

Reactor

Las curvas de crecimiento para las cepas utilizadas en los estudios del reactor

(SASM 29213 y SARM HUB1) se muestran a continuacion:
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Figura 27. Curvas de crecimiento para SASM 29213 y SARM HUB1.

La cinética de crecimiento de la cepa sensible fue mas rdpida que la cepa
resistente, con un tiempo de generacién medio de 50 min vs 83 min, respectivamente
(P=0.03). Se fijo entonces el tiempo de residencia de 30 minutos en el reactor (tiempo
menor que el tiempo de generacidn de las cepas bacterianas) para la fase dindmica. El
equivalente a este tiempo de residencia fue la utilizacion de una velocidad de
aclaramiento en el reactor de 11.67mL/min (esto es, el flujo de entrada y salida de medio
en el reactor fijado para la bomba de infusidon durante la fase dindmica de formacion del

biofilm).

Prueba 1: Evaluacién de la variable tiempo durante |a fase estatica.
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Los experimentos se hicieron con la cepa SASM 29213, comparando una fase
estatica de 72 horas con otra de 24 horas (-24 horas), ambas seguidas de una fase

dindmica de 24 horas (0 horas). Los recuentos bacterianos fueron:
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Figura 28. Recuentos bacterianos (log UFC/mL) a lo largo del tiempo para la cepa SASM
29213 recuperados del medio y de los cupones (media) tras (A) una fase estatica de 72
horas y (B) una fase estatica de 24 horas. La finalizacion de la fase estatica (-24h) se
indica con la flecha. Eje de abscisas (Tiempo): los valores en negativo indican la fase
de formacidn de biofilm, los valores en positivo la fase destinada al tratamiento (en
este caso, controles).
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Los experimentos realizados con una fase inicial estatica de 72 horas mostraban
unos recuentos bajos de bacterias adheridas a los cupones y claramente inferiores a los
recuperados tras una fase estdtica de 24 horas (Figura 28, hora -24), poniendo en duda
la entidad del biofilm formado en los cupones con estas condiciones. Por el contrario,
utilizando una fase estatica de 24 horas se garantizaba no solo unos recuentos
bacterianos superiores, sino también una mayor estabilidad a lo largo de todo el
experimento, lo que sugeria la formacidn de un biofilm mas adecuado para realizar los
estudios terapéuticos. Realizamos entonces una prueba con la cepa de SARM HUB1 con
estas condiciones, 24 horas de fase estdtica y 24 horas de fase dindmica, y pudimos

confirmar un comportamiento similar de esta cepa bajo las mismas condiciones.

Los resultados fueron los siguientes:
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Figura 29. Recuentos bacterianos (log UFC/mL) a lo largo del tiempo para la cepa SARM
HUB1 recuperados del medio y de los cupones (media) tras una fase estatica de 24
horas. La finalizacidn de la fase estatica (-24h) se indica con la flecha. Eje de abscisas,
igual que Figura previa.

Tras establecer el mejor perfil del modelo con una fase estatica de 24 horas,

determinamos las CMB para cloxacilina en el medio y en los cupones tras la fase estatica

y en la hora 0y la comparamos con la CMB de la cepa original.

Fueron las siguientes:
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CMB Medio Cupones Cepa
(mg/L) original
fase 64 32 1
estatica

Hora 0 32 32 1

Tabla 9. CMBs de SASM para cloxacilina en el medio y cupones recuperados tras la fase
estatica y en la hora 0 y su comparativa con la CMB de la cepa original.

PRUEBA 2: Evaluacién variable indculo inicial.

Una vez fijada la duracion de la fase estatica, realizamos pruebas sobre la
concentracion del indculo a utilizar, comparando los recuentos bacterianos tras 24 horas
de la fase estatica (pre-dindmica) con indculos iniciales de 10°, 10% y 10’7 UFC/mL. Los

resultados obtenidos utilizando la cepa SASM 29213 fueron:

Recuentos bacterianos Log UFC/mL
Inicial-10° | Inicial-10° | Inicial-107
(5.53) (6.68) (7.04)
Medio 6.68 7.03 9.04
Cupdn A 4.57 4.77 6.01
Cupén B 34 4.77 5.68
Cupoén C 3.5 4.57 5.73

Tabla 10. Recuentos bacterianos de la cepa SASM 29213 representados en log UFC/mL
tras 24 horas de incubacidn en fase estatica con diferentes indculos iniciales.

El reactor con un indculo inicial de 5.53 log UFC/mL fue incubado durante 24
horas mas (un total de 48h) para observar el crecimiento bacteriano. Tras este periodo
de tiempo no se observaba turbidez en el medio del reactor, ni incremento de los
recuentos bacterianos. Por lo contrario, ello si ocurria aumentando dicho indculo inicial.
Finalmente, se fijé el indculo inicial en aproximadamente 107 UFC/mL ya que a esta
concentracién se obtenian recuentos bacterianos suficientemente elevados (=5 log

UFC/mL) en los cupones antes de la fase dinamica.

Este resultado sirvié de referencia para estandarizar también el modelo con la cepa

SARM HUB1 con un indculo de 107 UFC/mL.
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PRUEBA 3: Evaluaciéon del grado de restriccion del medio de cultivo durante la fase

dindmica.

Evaluamos la aplicacién de una restriccidon del medio de cultivo al 10% durante
la fase dinamica y la fase de tratamiento y evaluamos la eficacia de cloxacilina frente a
la infeccidn reproducida en estas condiciones. Los recuentos bacterianos obtenidos de

SASM 29213 fueron:

log UFC/mL

-24 -16 -8 0 8 16 24 32 40 48 56
Tiempo (horas)

—e— MEDIO - & - CUPONES

Figura 30. Recuentos bacterianos (log UFC/mL) de la cepa SASM 29213 recuperados
del medio y de los cupones (media) en los diferentes puntos horarios con tratamiento
de cloxacilina con perfusién continua de 8 mg/L.

Si bien el tratamiento con cloxacilina practicamente no redujo el recuento
bacteriano del biofilm, se aprecié que la CMB de las muestras obtenidas de los cupones
en la hora 0 era Unicamente de 4 mg/L, muy inferior a la cifra de 32mg/L detectada en
los estudios previos. Con estos datos, se decidid hacer el resto de experimentos con

medio de restriccion al 20%.

PRUEBA 4: Efectividad antibidtica

Tras fijar las diferentes variables, se evalué y compard la eficacia de cloxacilina a 32mg/L
en perfusion continua, levofloxacino (en bolus cada 24 horas) y un control, utilizando la

cepa SASM 29213.
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Los resultados fueron:
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Figura 31. Recuentos bacterianos (logUFC/mL) de SASM 29213 del medio (A) y de los
cupones (B) en los diferentes puntos horarios para el tratamiento con cloxacilina,
levofloxacino y el control.

Levofloxacino fue bactericida frente a bacterias del medio, asi como del biofilm
presente en los cupones. Si bien cloxacilina tuvo una cierta actividad, no fue bactericida
y las bacterias presentaron recrecimiento a las 56 horas. Estos resultados nos
confirmaban de forma indirecta la presencia de un biofilm lo suficientemente formado
como para mostrarse “resistente” al efecto de cloxacilina, un antibiético con notable
actividad bactericida frente a las bacterias en fase exponencial y, por el contrario,
“sensible” al efecto de levofloxacino, de conocida actividad frente a las bacterias en fase

estacionaria y en el contexto del biofilm bacteriano.
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Asumimos, que la cepa de SARM tenia un comportamiento parecido a la de

SASM, ya que los recuentos bacterianos eran similares.

Realizamos asimismo fotografias a microscopio electrdnico de los cupones tras
la fase de acondicionamiento del biofilm de SASM ATCC 29213 (hora 0) y tras un
tratamiento (hora 56). Observamos en las fotografias que SASM formaba biofilm en
forma de agregados en la superficie del cupdn tras la fase de acondicionamiento, y éstos

eran practicamente eliminados tras ser tratado (Figura 32).

Figura 32. Fotogra
la fase de acondicionamiento (hora 0) donde se observa el biofilm formado (x1000) y

(B) un cupon tras ser tratado (hora 56) (x2000).
De esta manera, el modelo del reactor quedaba estandarizado de la siguiente manera:
- Fase de acondicionamiento: 24 horas en fase estatica con TSB al 100%
suplementado con 1% de glucosa, seguido de 24 horas en fase dindmica con

TSB al 20% y una velocidad de 11.67mL/min.

- Tratamiento antibidtico: 56 horas con TSB al 20%.
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Objetivo 2. Eficacia de daptomicina y sus combinaciones en el modelo animal por

SASM
Objetivo 2a. Eficacia de daptomicina-cloxacilina

Articulo 1. El Haj C, Murillo O, Ribera A, Vivas M, Garcia-Somoza D, Tubau
F, CaboJ, Ariza J. “Comparative efficacy of Cloxacillin-Daptomycin and the standard
Cloxacillin-Rifampin therapies against an experimental foreign-body infection by
methicillin-susceptible  Staphylococcus aureus”. Antimicrobial Agents and

Chemotherapy, 2014; 58:5577-80.

El tratamiento estandar recomendado en las primeras fases de las infecciones
protésicas causadas por SASM se basa en la combinacion del betalactdmico cloxacilina
con rifampicina. No obstante, este tratamiento no se aconseja en los primeros dias de
la infeccidon, por el efecto antagonista in vitro que tiene esta combinacién y para
minimizar el riesgo de aparicién de resistencias a rifampicina. Por otra parte, debe
tenerse en cuenta la escasa eficacia de los antibidticos betalactdmicos en monoterapia

frente a indculos elevados en infecciones asociadas a cuerpo extrafio.

Daptomicina a altas dosis en combinacién ha demostrado su eficacia frente a
infecciones estafilocdcicas de dificil tratamiento y, en particular, su combinacién con
cloxacilina ha resultado prometedora frente a la bacteriemia persistente causada por
SARM. Teniendo en cuenta la actividad inherente de cloxacilina frente a SASM, nos
propusimos estudiar la eficacia de esta combinacién utilizando un modelo in vivo de
infeccidén de cuerpo extrafio y comparandola con el tratamiento estandar de cloxacilina

con rifampicina.

Estudios de sensibilidad in vitro

Se determinaron las CMIs y CMBs para SASM 29213 en fase exponencial y en fase

estacionaria para los diferentes antibiéticos utilizados.

Los resultados fueron:
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Fase Fase
Antibiético Fase exponencial (10° UFC/mL) ?;gszn&r}(::) estacionaria
CMI(mg/L) CMB(mg/L) CMB(mg/L) CMB(mg/L)
Daptomicina 0.5 1 16 32
Rifampicina 0.015 0.12 >8 >8
Cloxacilina 0.5 1 >32 >32

Tabla 11. CMIs y CMBs para SASM 29213 de los tres antibidticos de estudio en las
diferentes fases de crecimiento.

Daptomicina fue el Unico antibiético con actividad bactericida en todas las fases.
En concordancia con estudios anteriores, se observd el efecto antagonista de la
combinacion de cloxacilina con rifampicina en fase exponencial con indculos estandar

(Tabla 12), mientras que con altos inéculos y en fase estacionaria la combinacién se

mostro indiferente.

Alog [log (UFCt)-log(UFCo)] para:

Tiempo | CXA | CXA(2) | RIF(0.12) | CXA(1)+RIF(0.12) | CXA(1)+RIF(8) | CXA(2)+RIF(0.12) | CXA(2)+RIF(8)
h

(h) (1)

6 1.2 | 25 -1.8 1.2 -1.3 -1.3 -1.2
24 | -31] 36 BB -1.6 1.4 -1.8 1.1

Tabla 12. Cambios logaritmicos en el recuento de células viables obtenidas con varias
concentraciones de cloxacilina (CXA) en solitario y en combinacion con rifampicina
(RIF) frente a indculos estandar (10°UFC/mL) de SASM 29213. Los nimeros en
paréntesis representan concentraciones en mg/L.

En fase logaritmica con indculos estandar, la adicion de daptomicina (1 xCMI) a
cloxacilina tuvo un efecto sinérgico y bactericida, con concentraciones de cloxacilina de
% xCMl y 1/2 xCMI respectivamente. En fase logaritmica con inéculos elevados se requirid
daptomicina a concentraciones de 8 xCMI en combinacién con cloxacilina para producir
una actividad sinérgica y bactericida. En fase estacionaria sin embargo la combinacién
no fue sinérgica, y el efecto bactericida de la combinacién se obtuvo con

concentraciones bactericidas de daptomicina (64 xCMI) (Figura 33).
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log UFCImL
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Figura 33. Curvas de letalidad para SASM 29213 en fase logaritimica con indculos
estandar (A) y altos indculos (B) y en fase estacionaria (C) para cloxacilina (CXA),
daptomicina (DAP), su combinacion y el control.
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Estudios de farmacocinética

Las dosis utilizadas en las pautas antibidticas y sus principales caracteristicas
farmacocinéticas se muestran en la tabla 13. Para determinarlas se hicieron nuevos
estudios farmacocinéticos para daptomicina utilizando el sistema de Cromatografia
liqguida de alta eficacia (HPLC), de mayor sensibilidad que el método de bioensayo
utilizado en anteriores estudios de nuestro grupo. Los niveles observados en el sueroy
en el liquido de las cajas de los animales tras administrar una dosis de 45mg/kg/dia
fueron: concentracién maxima de 118mg/L y 41 mg/L, respectivamente; concentracion
valle de <5mg/L y 17mg/L y éareas bajo la curva de 0 a infinito de 800 mg-h/L y 740
mg-h/L, respectivamente. Estos valores se consideraron equivalentes a los obtenidos en

humanos con daptomicina de 8 a 10mg/Kg/dia.

Los datos referentes a cloxacilina y rifampicina se obtuvieron de estudios

previamente realizados (ver Material y Métodos).

RATAS HUMANOS
LC SUERO SUERO
Antibiético | Cmax | Valle AUC T>CMI | Cmax AUC Cmax AUC
(mg-kg/h) | (mg/L) | (mg/L) | (mg-h/L) | (%) | (mg/L) | (mg-h/L) | (mg/L) | (mg-h/L)
Cloxacilina
43 3.88 ND 100 68.18 ND* 60-80 ND
(200/12)
Daptomicina 773-
41 17 740 - 118 800 106-130
(45/24) 1013
Rifampicina
6.6 3.8 304 - 24 277.6 8 150-200
(25/12)

Tabla 13. Principales parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos con las dosis
en animales y sus equivalentes en humanos. ND*: no determinado.

Estudios in vivo:

Una vez que determinamos las dosis a administrar de daptomicina, realizamos

los estudios in vivo en el modelo animal. Los principales resultados fueron (ver Figura

34):
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i/ Efectos de las monoterapias

Todas ellas mostraron una eficacia discreta o moderada. El uso de daptomicina
y rifampicina se acompafié de la aparicidon de cepas resistentes, tanto en el liquido de
las cajas como en las piezas de metacrilato. Este fendmeno no se observé con cloxacilina.

ii/ Efectos de las combinaciones

Las combinaciones con cloxacilina mostraron mayor eficacia que las
monoterapias y el control, y protegieron de la aparicién de resistencias a daptomicina y
rifampicina. Cloxacilina-daptomicina y cloxacilina-rifampicina tuvieron una eficacia
similar y fueron los Unicos grupos con tasas de curacién el dia 11. El estudio de
subpoblaciones no detectd poblaciones resistentes a daptomicina ni en la cepa original
ni en las cepas recuperadas ex vivo de los grupos control ni en el grupo tratado con

daptomicina-cloxacilina (Tabla 14).
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FIGURA 34. Descensos en los recuentos bacterianos de SASM 29213 del liquido de las

cajas el dia 8 y 11 (A) y el recuento bacteriano recuperado de los CV el dia 11 (B). Los
recuentos bacterianos estan expresados en logaritmo de las UFC/mL (* Desviacion
Estandar (DE)). *, grupos terapéuticos que tuvieron mejor eficacia que el control
(P<0.05); #, grupos terapéuticos tuvieron mejor eficacia que el control y las
monoterapias (P< 0.05); n, nUmero de cajas; D8, dia 8; D11, dia 11; CV, coverslips; CXA,
cloxacilina; DAP, daptomicina; RIF, rifampicina.

No. de muestras con cepas
resistentes/no. total de muestras

(%) de:
Grupos terapéuticos CMI (mg/L) de cepas
(no. de muestras)? LC cv resistentes aisladas
Control (21)° 0 0
CXA (20) 0 0
DAP (22) 35 35 2-3
RIF (19) 88 88 2-4
CXA+DAP (20)° 0 0
CXA+RIF (20) 0 0

Tabla 14. Estudio de subpoblaciones de las cepas recuperadas ex vivo y la cepa original.
aCXA, cloxacilina; DAP, daptomicina; RIF, rifampicina.

bNo se detectaron subpoblaciones a daptomicina con CMIs 0.5 mg/L entre la cepa
original (ATCC 29213) o entre las cepas recuperadas ex vivo del control o el grupo
tratado con daptomicina-cloxacilina.

En resumen, cloxacilina y daptomicina en monoterapia mostraron menor eficacia
gue las terapias combinadas en la infeccion de cuerpo extrafio causada por SASM, vy
aparecieron cepas resistentes a daptomicina. La combinacidon de cloxacilina con
daptomicina a altas dosis se mostré igual de efectiva que el tratamiento estandar de
referencia de cloxacilina-rifampicina y evité la aparicién de resistencia. Nuestros
resultados apoyan la idea de que la combinacién de cloxacilina con daptomicina podria
ser considerada como una terapia alternativa anti-SASM para la infecciéon de cuerpo

extrafio, especialmente en la fase inicial del tratamiento de estas infecciones.
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J, Ariza J. “Comparative efficacy of Cloxacillin-Daptomycin and the standard
Cloxacillin-Rifampin therapies against an experimental foreign-body infection by
methicillin-susceptible  Staphylococcus aureus”. Antimicrobial Agents and
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Comparative Efficacies of Cloxacillin-Daptomycin and the Standard
Cloxacillin-Rifampin Therapies against an Experimental Foreign-Body
Infection by Methicillin-Susceptible Staphylococcus aureus
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Bellvitge, Feixa Llarga, L'Hospitalet Llobregat, Barcelona, Spain

We compared the efficacies of daptomycin (doses equivalent to 8 to 10 mg/kg of body weight/day in humans) and cloxacillin
alone with those of cloxacillin-rifampin and cloxacillin-daptomycin combinations, using a tissue cage methicillin-susceptible
Staphylococcus aureus (MSSA) infection model. Monotherapies were less effective than combinations (P < 0.05), and daptomy-
cin resistance emerged. Cloxacillin-daptomycin proved as effective as cloxacillin-rifampin and prevented the appearance of re-
sistance; this combination may be an alternative anti-MSSA therapy, which may offer greater benefits in the early treatment of

prosthetic joint infections (PJI).

Current guidelines for the treatment of prosthetic joint infec-
tions (PJI) caused by methicillin-susceptible Staphylococcus
aureus (MSSA) recommend intravenous cloxacillin plus rifampin
during the first weeks (1), but the suboptimal efficacy of beta-
lactams against high bacterial inocula and the in vitro antagonistic
effect of the combination are issues of concern (2-5).

The use of daptomycin at high doses (HD; 8 to 10 mg/kg of
body weight/day) in combination against difficult-to-treat meth-
icillin-resistant S. aureus (MRSA) infections is encouraged (6). In
particular, daptomycin-cloxacillin has proved efficacy in the treat-
ment of persistent bacteremia caused by MRSA (7, 8) but only
modest effectiveness against experimental foreign-body infection
(FBI) (9). Taking into account the inherent anti-MSSA killing by
cloxacillin, we aimed to study the in vivo efficacy of the combina-
tion cloxacillin-daptomycin at high doses, using a rat tissue cage
MSSA infection model, and to compare its efficacy with that of the
standard treatment with cloxacillin-rifampin.

MSSA strain ATCC 29213 was used for in vitro and in vivo
studies. The MICs, minimal bactericidal concentrations (MBCs),
and time-kill curves were determined in the log phase (inocula of
10° CFU/ml and 10* CFU/ml) and in the stationary phase, using
the methodology described elsewhere (10-13).

Cloxacillin showed bactericidal activity only in the log phase
with standard inocula (10° CFU/ml); in accordance with previous
findings, the addition of rifampin to bactericidal concentrations
of cloxacillin produced an antagonistic effect (Table 1) (2, 4, 14).
The addition of daptomycin to cloxacillin finally achieved a bac-
tericidal effect under all study conditions, which required dapto-
mycin concentrations of 1X and 8 X MIC with the use of standard

inocula (log phase) and high inocula (log phase), respectively, and
of 64X MIC (the MBC of daptomycin) with the use of bacteria in
the stationary phase (Fig. 1). The bactericidal and synergistic an-
tistaphylococcal activity of the daptomycin-cloxacillin combina-
tion against MRSA strains has been documented (7, 8, 15), but
little is known about the anti-MSSA efficacy of this combination.

The rat tissue cage infection model (approved by the Ethics
Committee for Animal Experiments at the University of Barce-
lona) had previously been standardized by our group (10, 16).
Briefly, the methodology used consisted of subcutaneous implan-
tation in Wistar rats of two Teflon tissue cages with two polym-
ethylmethacrylate coverslips (CV). After 3 weeks, the tissue cage
fluid (TCF) was percutaneously infected with 0.1 ml of an MSSA
preparation (0.2 X 10° to 2 X 10° CFU/ml). One week later (des-
ignated day 1), TCF was obtained to quantify bacterial counts;
therapy was then started and administered intraperitoneally for 7
days. One and 4 days after the end of treatment (days 8 and 11,
respectively), TCF was again recovered to count bacteria. On day
11, animals were sacrificed, and CV were removed and processed
as described previously (10) to quantify adherent bacteria and the
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TABLE 1 Log changes in viable cell counts obtained with various concentrations of cloxacillin alone and in combination with rifampin against
standard inocula (10° CFU/ml) of MSSA strain ATCC 29213 in the log phase”

Log change [log(CFU,) — log(CFU,)] for:

Time CXA (1) + CXA (1) + CXA (2) + CXA (2) +
point (h) CXA (1) CXA (2) RIF (0.12) RIF (0.12) RIF (8) RIF (0.12) RIF (8)

6 12 25 18 12 1.3 1.3 12

24 —3.1 36 33 ~-16 —14 18 1.1

¢ Experiments were performed with three replicates. CFU,, number of CFU at the given time point; CFU,, number of CFU at time zero; CXA, cloxacillin (purity, 98.1 %; Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain); RIF, rifampin (purity, 98%; Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). Numbers in parentheses represent concentrations in mg/liter.
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FIG 1 Results of time-kill curves in the log phase, with standard (A) and high (B) bacterial inocula, and in the stationary phase (C) for different concentrations
of cloxacillin alone and in combination with daptomycin. Concentrations are in mg/liter. CXA, cloxacillin (purity, 98.1%; Sigma-Aldrich, Madrid, Spain); DAP,
daptomycin (purity, 100%; Novartis, Basel, Switzerland).
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FIG 2 Decreases in counts of bacteria recovered from TCF at day 8 and day 11 (A) and counts of bacteria recovered from CV at day 11 (B). Bacterial counts
are expressed in mean log numbers of CFU/ml (* standard deviation [SD]). #, therapeutic groups achieved higher efficacy than the control (P < 0.05);
#, therapeutic groups achieved greater efficacy than the control and monotherapies (P < 0.05); n, number of tissue cages; D8, day 8; D11, day 11; CV,

coverslips; CXA, cloxacillin; DAP, daptomycin; RIF, rifampin.

infection cure rate (the percentage of samples with bacterial
counts under the limit of detection with respect to the total num-
ber of samples). The methodology for pharmacokinetic (PK)
studies and the PK-pharmacodynamic (PD) parameter values for
cloxacillin (200 mg/kg/12 h) and rifampin (25 mg/kg/12 h) have
been previously described (10). For the particular case of dapto-
mycin, we used a high-performance liquid chromatography
(HPLC) assay (17). Samples, calibrators, or quality controls (100
wl) were mixed with acetonitrile (100 wl) and centrifuged at
12,000 X g for 5 min. The method was successfully validated, and
the results were linear, over the concentration range studied (5 to
250 pg/ml). The analytical results for the calibration standards
fulfilled all of the acceptance criteria. The PK parameter values for
arat dosage of 45 mg/kg/day of daptomycin in sera and TCF were

5578 aac.asm.org

as follows: peak concentrations, 118 and 41 mg/liter, respectively;
through concentrations, <5 and 17 mg/liter, respectively; and ar-
eas under the concentration-time curve from 0 h to infinity
(AUC,...), 800 and 740 wg-h/ml, respectively, which were equiva-
lent to the values obtained with high doses of 8 to 10 mg/kg/day in
humans.

A total of 65 animals were used (130 tissue cages); as some
tissue cages were lost due to spontaneous shedding, 122 cages
remained at the beginning of the experiments (day 1), with no
significant differences between therapeutic groups. The decreases
in the bacterial counts from the TCF (days 8 and 11) and the
adherent bacterial counts from the CV are shown in Fig. 2. The
cure rates on day 11 for the TCF and CV groups were 10.5% and
36.8%, respectively, for cloxacillin-daptomycin and 10.5% and
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VYNO1304V4 3d LV.LISYIAINN Ad #10Z ‘€2 1990300 uo /Biowise oee//:dRy woly papeojumoq



TABLE 2 Results for screening of bacteria recovered from TCF and CV
for the presence of resistant strains at the end of therapy (day 11)

No. of samples
with resistant
strains/total no. of

samples (%) from: MIC (mg/liter)

Treatment group of resistant

(no. of samples)® TCF CvV strains isolated
Control (21)" 0 0

CXA (20) 0 0

DAP (22) 35 35 2-3

RIF (19) 88 88 2-4

CXA + DAP (20)" 0 0

CXA + RIF (20) 0 0

“ CXA, cloxacillin; DAP, daptomycin; RIF, rifampin.

? We did not detect subpopulations of daptomycin with MICs of =0.5 mg/liter among
the wild-type strain (ATCC 29213) or among strains recovered ex vivo from the control
or daptomycin-cloxacillin group.

¢ Screening of resistant strains recovered from TCF and CV was performed using the
methodology previously described (10,16), with agar plates containing 1 pg/ml
cloxacillin, rifampin, or daptomycin. Results were interpreted as positive (some
macroscopic growth) or negative (no growth).

26.3%, respectively, for cloxacillin-rifampin (no significant differ-
ences). There was no cure rate in any other group.

Resistant strains from TCF and CV were screened with agar
plates containing 1 pg/ml cloxacillin, rifampin, or daptomycin
(supplemented with 50 mg/liter calcium chloride dihydrate), as
described previously (10, 16); resistant strains were recovered to
determine MICs (11). Heteroresistance to daptomycin was stud-
ied by the screening of subpopulations able to grow in the pres-
ence of =0.5, 1, 2, and 4 mg/liter daptomycin in population anal-
ysis profiles (PAPs; determined as described previously) (16).
There was emergence of daptomycin and rifampin resistance only
when these therapies were used alone; combinations with cloxa-
cillin protected against the appearance of resistance (Table 2).

To our knowledge, there are no previous data regarding the
efficacy of daptomycin alone and in combination with cloxacillin
against FBI caused by MSSA. We confirmed that cloxacillin or
daptomycin monotherapies were less active than combinations.
The activity of cloxacillin alone against experimental FBI caused
by MSSA has previously been reported as moderate (10, 18). In
contrast, the little previous information on the anti-MSSA activity
of daptomycin is limited to the field of experimental endocarditis,
in which daptomycin was reported as highly efficacious, even
more so than nafcillin (19, 20). In the present work, we used a rat
dosage of daptomycin equivalent to high doses in humans (8 to 10
mg/kg/day), but its efficacy was slight and did not protect against
the emergence of resistance. In vivo development of daptomycin
resistance is currently a matter of concern, which has been widely
reported in the setting of MRSA infections, even with no exposi-
tion to antibiotics (21), but this result was also found in an exper-
imental model of endocarditis caused by MSSA (20, 22).

The benefits of the cloxacillin-daptomycin combination
against MRSA strains have been stressed either in terms of efficacy
(7, 8) orin terms of prevention of resistance (23); in fact, oxacillin
was the most effective antibiotic in preventing daptomycin resis-
tance over time in a recent in vitro study (23). Given the inherent
anti-MSSA killing by cloxacillin, this combination could provide
even higher efficacy in these infections. Our data showed that
cloxacillin-daptomycin therapy was as effective as the cloxacillin-
rifimpin combination and had a safety profile of protection
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against resistance; overall, these data supported the idea that this
combination may be considered an intravenous alternative anti-
MSSA treatment. Our study has the limitation of having used only
one MSSA strain, which was not isolated from a difficult-to-treat-
infection; thus, the generalization of these findings to routine clin-
ical practice should be made with caution.

In conclusion, cloxacillin and daptomycin alone showed lower
efficacy than the combined therapies against FBI caused by MSSA,
and daptomycin resistance emerged. The combination cloxacil-
lin-daptomycin at high doses proved as effective as the standard
reference of cloxacillin-rifampin treatment and prevented the ap-
pearance of resistance. Our results support the idea that the clox-
acillin-daptomycin combination can be considered an alternative
anti-MSSA therapy for FBI, which may offer greater benefits in the
early treatment of these infections.
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Objetivo 2b. Eficacia de otras combinaciones de daptomicina

Articulo2: El Haj C, Murillo O, Ribera A, Vivas M, Garcia-Somoza D, Tubau F, Cabellos
C, Cabo J, Ariza J. “Daptomycin combinations as alternative therapies in experimental
foreign-body infection caused by meticillin-susceptible Staphylococcus aureus”. Int J

Antimicrob Agents, 2015; 46: 189-95.

Mientras que levofloxacino en combinacién con rifampicina es considerado el
tratamiento o6ptimo en las infecciones protésicas causadas por SASM, no se han
evaluado suficientemente sus alternativas terapéuticas. Basandonos en la alta eficacia
que tuvo la combinacién de daptomicina a altas dosis (equivalente a 8-10mg/kg/dia en
humanos) con rifampicina frente a SARM en este ambito, quisimos evaluar la eficacia de
esta combinacién y de daptomicina-levofloxacino y compararlas con la terapia estandar
en la infeccidon de cuerpo extraiio causado por SASM. Realizamos curvas de letalidad en
fase exponencial con indculos estdndar y en fase estacionaria. Utilizamos ademads un
modelo de infeccidon de cuerpo extrafio en ratas Wistar las cuales fueron tratadas
durante 7 dias con levofloxacino (100mg/kg/24h), daptomicina (45mg/kg/24h),
rifampicina (25mg/kg/12h) o las combinaciones de levofloxacino con rifampicina,

daptomicina con rifampicina o daptomicina con levofloxacino.

Se utilizd la misma cepa SASM utilizada en el objetivo 2a. Se determiné la CMlI y

CMBs para levofloxacino, que fueron:

Fase
Antibiético Fase exponencial (10° UFC/mL) | estacionaria
CMI(mg/L) CMB(mg/L) CMB(mg/L)
Levofloxacino | 0.5 1 4

Tabla 15. CMI y CMB de SASM 29213 para levofloxacino en fase exponencial y
estacionaria.

Las CMIs y CMBs para los otros antibidticos se determinaron con anterioridad en el

objetivo 2a.
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Los resultados mas representativos de los estudios en las curvas de letalidad se
muestran en las figuras 35 y 36. La adiciéon de rifampicina a daptomicina en fase
logaritmica con indculos estandar disminuyé (sin llegar a antagonizar) la actividad de
daptomicina. En fase estacionaria a concentraciones de rifampicina de 8mg/L tuvo un
efecto bactericida cuando se combiné con daptomicina a concentraciones de 8mg/L (16
xCMI).

La adicién de levofloxacino (1 xCMI) a daptomicina (0.25 xCMI) resulté en
actividad sinérgica y bactericida en fase logaritmica. En fase estacionaria, el efecto fue
estrictamente indiferente. Los resultados de las curvas de 24 horas de levofloxacino solo
y en combinacién con rifampicina frente a la cepa SASM 29213 fueron publicados

anteriormente por nuestro grupo.
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Figura 35. Curvas de letalidad en fase logaritmica con inéculos estandar (10°UFC/mL)
para SASM 29213. Actividad de (A) daptomicina (DAP), rifampicina (RIF), sus
combinaciones y el control y (B) levofloxacino (LVX), DAP, sus combinaciones y el
control. Las concentraciones estan expresadas en mg/L.
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Figura 36. Curvas de letalidad de SASM 29213 en fase estacionaria para (A)
daptomicina (DAP), su combinacién con rifampicina (RIF) y el control y (B) DAP, su
combinacidn con levofloxacino (LVX) y control.

En los estudios in vivo en el modelo animal no se observaron diferencias
significativas entre los recuentos de los diferentes grupos terapéuticos el dia 1 antes de

iniciar los correspondientes tratamientos (Tabla 16).
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DiA1 DAP LVX RIF DAP+RIF | DAP+LVX | LVX+RIF | CONTROL
F L
IogliDi/m 6.21+0.43 | 6.37+0.62 | 6.29+0.5 | 6.5+0.75 | 5.94+0.52 | 6.43+0.88 | 6.31+0.72

(n) (n=25) (n=21) (n=22) (n=26) (n=20) (n=21) (n=26)

Tabla 16. Recuentos bacterianos (log UFC/mL) £ Desviacién Estandar (DE) en el liquido
de las cajas para SASM el dia 1. Abreviaciones: n, nimero de cajas; DAP, daptomicina,
LVX, levofloxacino; RIF, rifampicina.

Los descensos en los recuentos bacterianos del LC el dia 8 y el dia 11 vy los
resultados de la eficacia antimicrobiana frente a las bacterias adherentes del CV se
presentan en la figura 37. El dia 8, todas las terapias se mostraron mas efectivas que el
control, excepto rifampicina (P < 0.05). Todas las monoterapias fueron menos efectivas
que las terapias combinadas en el descenso del recuento de bacterias del liquido de las
cajas (el dia 8 y el dia 11) y en la erradicacion de las bacterias adherentes del CV. Entre
las monoterapias, levofloxacino fue el tratamiento mas eficaz (P < 0.05) y no aparecieron
cepas resistentes. Entre las terapias combinadas, DAP+RIF fue la mas eficaz (descenso
en el recuento bacteriano en el LC, -4.9 log UFC/mL), y no hubo diferencias significativas

entre la combinacion de LVX+RIF (-3.4 log UFC/mL) y DAP+LVX (-3.3 log UFC/mL).

Las combinaciones con LVX no mostraron diferencias significativas en el recuento
de bacterias adherentes del CV, aunque la combinacién de DAP+LVX mostré el menor
recuento en bacterias adherentes en estas combinaciones. DAP+RIF tuvo mejores
resultados que con las otras terapias, mostrando recuentos bacterianos en el CV por
debajo del limite de deteccién. El dia 8 se observaron tasas de curacién aceptables en el
liquido de las cajas solo en el grupo tratado con DAP+RIF (32%), mientras que el dia 11
fue de 44% para DAP+RIF (P < 0.05 versus el resto de grupos), 6% para LVX+RIF y 6%
para DAP+LVX.
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Figura 37. (A) Descensos en el recuento bacteriano de LC los dias 8 y 11 expresados en
Alog UFC/mL vy (B) Recuentos bacterianos recuperados del CV el dia 11 expresados en
log UFC/mL.

*Grupos terapéuticos que fueron significativamente mejor que el control y el grupo
de rifampicina en el liquido de las cajas el dia 8, el dia 11 y en los CVs (P < 0.05).
**Grupos terapéuticos que fueron mejor que el control y las monoterapias (P < 0.05);
no se apreciaron diferencias entre las combinaciones de DAP+LVX y LVX+RIF.

**%*La combinacion de DAP+RIF fue la mas efectiva de todas las terapias (P < 0.05).

# Entre las monoterapias, LVX fue la mas eficaz (P < 0.05).

Abreviaciones: n, nimero de cajas; DAP, daptomicina; LVX, levofloxacino; RIF,
rifampicina.
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La tasa de curacion, evaluada el dia 11 sobre la infeccion del CV, se representa
en la Figura 38. En este caso DAP+RIF fue el tratamiento mas efectivo (tasa de curacién
de 92%), seguido de DAP+LVX (47%), LVX+RIF (11%) y LVX (6%) (P < 0.05). No hubo tasas
de curacién en ningln otro grupo. Aparecieron cepas resistentes cuando se traté en
monoterapia con DAP (35%), RIF (88%), pero no con LVX. Sin embargo, las terapias
combinadas protegieron de la aparicién de resistencias tanto a DAP como a RIF. Las
cepas resistentes a DAP tuvieron CMlIs de 2—3 mg/L y las de RIF mostraron CMls de 2—4

mg/L.
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Figura 38. Tasa de curacion de las terapias combinadas y LVX del CV.

*Las terapias combinadas fueron mejores que el grupo de tratado con LVX (P < 0.05).
**Las combinaciones con daptomicina fueron mejores que el grupo de LVX y LVX+RIF
(P < 0.05).

***La combinacion de DAP+RIF fue el tratamiento mas eficaz en la erradicacion de
bacterias adherentes del CV (P < 0.05).

DAP, daptomicina; LVX, levofloxacino; RIF, rifampicina.

La utilizacion de una sola cepa de SASM supone una limitacién del presente
estudio, sin embargo, la validez de sus resultados viene reforzada por su similitud con

los ya observados en nuestros anteriores experimentos con SARM.

En resumen, las combinaciones de DAP+RIF y DAP+LVX mostraron buena eficacia

in vitro e in vivo y evitaron la aparicion de resistencias a rifampicina y daptomicina en el
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modelo de infeccidn de cuerpo extrafio por SASM. Ambas combinaciones representan
unas alternativas potenciales en el tratamiento de la infeccién de prdtesis causada por
SASM. La combinacidn de DAP+RIF fue la mas efectiva, mostrando una eficacia mayor
que la combinacion de LVX+RIF. Si estos resultados se confirmaran en otros estudios
experimentales y clinicos, el papel de la combinacién de DAP+RIF en las infecciones de
protesis causadas por SASM deberia ser redefinido. La eficacia mostrada por la
combinacién de DAP+LVX la sitia como una alternativa a la combinacion LVX+RIF,

cuando no se puede utilizar rifampicina.
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Whilst levofloxacin (LVX) in combination with rifampicin (RIF) is considered the optimal treatment for
prosthetic joint infection (PJI) caused by meticillin-susceptible Staphylococcus aureus (MSSA), no thera-
peutic alternatives have been accurately evaluated. Based on the high effectiveness of the combination
of daptomycin (DAP) plus RIF against meticillin-resistant S. aureus (MRSA) in this setting, in this study
the efficacy of DAP+RIF and DAP+LVX combinations was tested as alternative therapies for foreign-body
infections (FBIs) caused by MSSA. A tissue-cage infection model was performed using an MSSA strain.
Male Wistar rats were treated for 7 days with LVX, DAP, RIF or the combinations LVX+RIF, DAP+RIF
and DAP+LVX. Antibiotic efficacy was evaluated by bacterial counts from tissue cage fluid (TCF) and
the cure rate was determined from adhered bacteria. Resistance was screened. Monotherapies were
less effective than combinations (P<0.05), and resistance to DAP and RIF emerged. DAP+RIF (decrease
in bacterial counts in TCF, —4.91log CFU/mL; cure rate, 92%) was the most effective therapy (P<0.05).
There were no differences between LVX+RIF (—3.4log CFU/mL; 11%) and DAP+LVX (—3.3log CFU/mL;
47%). No resistant strains appeared with combined therapies. In conclusion, the combinations DAP+RIF
and DAP+LVX showed good efficacy and prevented resistance. DAP+RIF provided higher efficacy than
LVX+RIF. These DAP combinations were efficacious alternatives therapies for MSSA FBI. Further stud-
ies should confirm whether DAP+RIF may be useful as a first-line therapy in the setting of PJI caused
by MSSA.

Keywords:
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Daptomycin

© 2015 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction despite optimal therapeutic management, some clinical and micro-

biological failures occur, especially when implant retention is

The combination of levofloxacin (LVX) plus rifampicin (RIF)
is considered the standard reference for oral treatment of acute
prosthetic joint infection (PJI) caused by meticillin-susceptible
Staphylococcus aureus (MSSA) and managed with debridement and
implant retention or with one-stage exchange [1,2]. The benefits
of early RIF administration in this setting are well documented,
and the fluoroquinolones have high synergistic efficacy and pro-
tect against the development of resistant strains [3-6]. However,

* Corresponding author. Tel.: +34 93 403 5805; fax: +34 93 260 7637.
E-mail address: celhaj@idibell.cat (C. El Haj).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2015.04.004

attempted [2,4]. Moreover, occasions arise when these drugs often
cannot be administered owing to intolerance or allergy, and no
adequately evaluated alternatives exist [7].

Daptomycin (DAP) has bactericidal activity against growing and
non-growing S. aureus and may be suitable against bacteria embed-
ded within a biofilm [8,9]. In difficult-to-treat infections in humans,
current recommendations encourage the use of DAP at high doses
(8-10 mg/kg/day) in combination with other antibiotics [10]. How-
ever, the efficacy of such combined therapies has mainly been
studied against meticillin-resistant S. aureus (MRSA) strains but has
not fully explored in MSSA infection. This is the case for DAP+RIF
combination, which has been proposed as one of the most effective

0924-8579/© 2015 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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anti-MRSA treatments for PJI based on results obtained in exper-
imental models [11-13]. To date, DAP as anti-MSSA therapy can
only be expected to have similar efficacy to that for MRSA, but this
has not been confirmed or evaluated in comparison with other anti-
MSSA alternative therapies. With this in mind, our group recently
evaluated the efficacy of a DAP plus cloxacillin (CLOX) combina-
tion using a rat tissue-cage infection model and found that it was
as effective as CLOX+RIF, which is the most common intravenous
treatment used in the first weeks of PJI [14] caused by MSSA.

The rat tissue-cage infection model is a validated method that
can provide relevant information about the pathogenesis and treat-
ment of foreign-body infections (FBIs) [15,16]. For the present
study, this model was used with MSSA infection to test the efficacy
of DAP+RIF and DAP+LVX combinations as alternative therapeutic
options when the reference LVX+RIF cannot be used.

2. Materials and methods
2.1. Micro-organism

MSSA strain ATCC 29213 was used for all in vitro and in vivo
studies.

2.2. Antimicrobial agents

For in vitro experiments, purified antibiotic powder was re-
suspended according to laboratory recommendations. Antibiotics
were purchased from the following laboratories: DAP (Novartis,
Barcelona, Spain); RIF (Sanofi-Aventis, Madrid, Spain); and LVX
(Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). For in vivo experiments, the com-
mercial product was diluted to achieve a final volume suitable for
administration to rats.

2.3. Invitro studies

The medium broth was supplemented with 50 mg/L calcium
chloride dihydrate (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) for all
in vitro experiments with DAP.

2.3.1. Preparation of inocula

Bacteria from overnight cultures on 5% blood agar plates (Bec-
ton Dickinson, Madrid, Spain) were grown for 3 h in Muller-Hinton
broth (MHB) (Becton Dickinson). They were then centrifuged and
re-suspended to use in the MHB macrodilution method with a final
inoculum of 10° CFU/mL under exponential growth conditions.

For experiments in stationary phase, bacteria recovered from
an overnight culture in MHB were centrifuged and re-suspended
in a nutrient-restricted medium [phosphate-buffered saline (PBS),
1% glucose (VWR Chemicals, Leuven, Belgium) and 4% MHB], thus
ensuring that bacteria remained stable for up to 24 h under these
conditions. A macrodilution method with a high inoculum of
108 CFU/mL was used [15].

2.3.2. Minimum inhibitory and minimal bactericidal
concentrations

For bacteria in log phase, the minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) were deter-
mined using standard recommendations [17]. MBCs for bacteria in
stationary phase were determined using methodology described
elsewhere [15,18]. In log phase, the respective MICs and MBCs
were 0.5mg/L and 1 mg/L for DAP, 0.5 mg/L and 1 mg/L for LVX,
and 0.015mg/L and 0.12 mg/L for RIF. The corresponding MBCs of
these antibiotics in stationary phase were 32, 4 and >8 mg|/L.

2.3.3. 24-h kill curves

For the novel DAP+RIF and DAP+LVX combinations, kill curves
in log phase (using standard methodology) [19] and in stationary
phase (following previously reported methodology) [15] were per-
formed. The concentrations of antibiotics selected for kill curves
in log phase were pre-fixed at subinhibitory and clinically achiev-
able levels that were above the MIC. Owing to bacterial tolerance
to antibiotics expressed in stationary phase, drug concentrations
tested were higher than in log phase.

For all experiments, bactericidal activity was defined as a
>3logg decrease in CFU/mL of the initial inoculum by 24 h. The
results of combination therapy were compared with the most
active single drug; synergy, indifference and antagonism were then
defined as a >2 log increase in killing, a <2 log change (increase or
decrease) in killing, and a >2log decrease in killing, respectively.
To avoid carry-over antimicrobial agent interference, the sample
was placed on the plate in a single streak down the centre and
was allowed to be absorbed into the agar until the plate surface
appeared dry; the inoculum was then spread over the plate. As
described in detail elsewhere [20], this methodology was checked
by comparing the results obtained with the centrifugation and re-
suspension of the fluid from tubes of killing curves.

2.4. Animal studies

2.4.1. Animal model

The experimental protocol complied with European (Direc-
tive 2010/63/EU) and Spanish (RD 53/2013) legislation on animal
experimentation, and the Ethics Committee for Animal Experi-
ments of the University of Barcelona (Barcelona, Spain) approved
the animal model that had previously been standardised by
our group [14,15]. Male Wistar rats weighing 220-250g at the
beginning of the experiments were used. Rats were given food
and water ad libitum. Two tissue cages with two polymethyl-
methacrylate coverslips (CVs) (Mecanizados del Besés, Badalona,
Spain) were subcutaneously implanted in rats that were previ-
ously anaesthetised with an intraperitoneal injection of ketamine
(Centauro Servicios Veterinarios, Barcelona, Spain) plus xylazine
(Laboratorios Calier S.A., Barcelona, Spain). After 3 weeks of
surgery, tissue cage fluid (TCF) was checked for sterility and was
then percutaneously infected with 0.1 mL of an MSSA prepara-
tion (0.2-2 x 108 CFU/mL). One week after inoculation, TCF was
obtained by percutaneous puncture to quantify bacterial counts
(Day 1). Therapy was then administered intraperitoneally for 7
days. At 24h and 4 days after the end of treatment (Days 8
and 11, respectively), TCF was again recovered to perform bac-
terial counts. To obtain samples during the experiment, rats
were anaesthetised with isoflurane (Abbvie Farmaceutica S.L.U.,
Madrid, Spain). All animal subjects were sacrificed on Day 11 by
cardiac puncture of thiopental. CVs were then removed and pro-
cessed to quantify adherent bacteria and the infection cure rate
[15].

In fact, the tissue-cage infection model mimics a biofilm infec-
tion and allows analysis of the bacterial population attached to the
CV and those released from the biofilm, which are located in the
TCF and are also tolerant to antibiotics [21].

The criterion for efficacy was defined as a decreased bacterial
count in TCF from the beginning to the end of the treatment; the
criterion was evaluated twice, on Days 8 and 11. Antibiotic efficacy
against adherent bacteria from the CV removed on Day 11 was also
evaluated by determining bacterial counts. Finally, the infection
cure rate was calculated from the TCF and CV on Day 11 and was
defined as the percentage of samples with bacterial counts under
the limit of detection with respect to the total samples. For all cases,
the lower limit of detection of bacterial counts was 10 CFU/mL.
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2.4.2. Processing tissue cage fluid and coverslips

All of these schedules were performed according to previous
reports, being harmless to bacteria [15,21].

TCF samples were sonicated (150 W for 1 min) to disrupt bacte-
rial clumps. A sample of 100 wL of sonicated fluid and their 10-fold
dilutions was plated on a trypticase soy agar plate with 5% sheep
blood (Becton Dickinson) for 48 h at 37 °C to record bacterial counts
as log CFU/mL. CVs from each tissue cage were removed and rinsed
three times in 1 mL of PBS. Bacteria were then removed from CVs
by sonication in PBS and incubation in trypsin for 20 min at 37 °C.
Finally, the remaining PBS was sonicated to recover adherent bacte-
ria, with the final fluid being used to quantify bacterial counts and
to screen resistant strains [15].

2.5. Pharmacokinetic studies and therapeutic groups

The methodology used for the pharmacokinetic studies has been
described in detail elsewhere [15]. Based on previous reports, the
antibiotic dose that achieved pharmacodynamic parameters in TCF
comparable with those in human serum was used [22].

A bioassay method was used to determine LVX and RIF concen-
trations [23], with Escherichia coli ATCC 35218 and Staphylococcus
epidermis ATCC 27626 as the respective assay organisms. For DAP,
a high-performance liquid chromatography (HPLC) assay was used
[14].

The main pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters
of the selected antibiotic dosages in rats were previously reported
(LVX 100 mg/kg/24 h, RIF 25 mg/kg/12h and DAP 45 mg/kg/day)
[14,15,24]. In brief, the maximum concentration (Cmax) of drugs in
serum and TCF were as follows: 38.7 mg/L and 12.2 mg/L, respec-
tively, for LVX; 24 mg/L and 6.6 mg/L for RIF; and 118 mg/L and
41 mg/L for DAP. The AUCy_»4,, (area under the concentration-time
curve over 24 h) values for the drugs in serum and TCF were as
follows: 106 mgh/L and 117.36 mgh/L for LVX; 277.6 mgh/L and
304 mg h/L for RIF; and 800 mg h/L and 740 mg h/L for DAP.

All antibiotics were administered intraperitoneally, and the rats
were divided into therapeutic groups as follows: LVX, equivalent to
750-1000 mg/day in humans; DAP, equivalent to 8-10 mg/kg/day;
RIF, equivalent to 600-900 mg/day; LVX+RIF combination; DAP+RIF
combination; and DAP+LVX combination. Controls received saline
solution.

2.6. Resistance studies

Resistant strains from the TCF at Days 8 and 11, and from the
CV at Day 11, were screened with agar plates containing 1 mg/L of
either LVX, RIF or DAP. Plates containing DAP were supplemented
with 50 mg/L calcium. In all cases, a 100 L sample of TCF or CV fluid
was inoculated onto the agar plates and the plates were incubated
at 37 °C for 48 h. Results were interpreted as positive (some macro-
scopic growth) or negative (no growth). Resistant strains obtained
from screening agar plates were recovered to determine their MICs
using methodology described elsewhere [17].

2.7. Statistical analysis

All  bacterial counts are presented as logCFU/mL
[mean + standard deviation (S.D.)]. Differences in bacterial
counts between treated and untreated animals were evaluated
for statistical significance by analysis of variance (ANOVA). An
unpaired Student’s t-test with Bonferroni correction was used to
determine statistical significance. For all tests, differences were
considered statistically significant when P-values were <0.05.
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Fig. 1. Time-kill curves in log phase with standard inocula (10° CFU/mL). Activity
of (A) daptomycin (DAP), rifampicin (RIF), their combination and a control; and (B)
levofloxacin (LVX), DAP, their combination and a control. Concentrations are in mg/L.

3. Results
3.1. 24-h kill curves of daptomycin combinations

Most representative results in log and stationary phase for the
kill curves are shown in Figs. 1 and 2, respectively. Addition of RIF
to DAP in log phase with standard inocula delayed (but did not
antagonise) killing by DAP. In stationary phase, 8 mg/L RIF had a
bactericidal effect when combined with DAP at 8 mg/L (16x MIC).
In log phase with standard inocula, addition of LVX (1 x MIC) to DAP
(0.25x MIC) resulted in synergism and bactericidal killing. In sta-
tionary phase, a slight improvement of DAP activity was observed
with DAP+LVX combination, but the effect was strictly indifferent.

Results of 24-h kill curves for LVX alone and in combination
with RIF against MSSA ATCC 29213 strain have been previously
published by our group [24].

3.2. Animal studies

In total, 85 animals (170 tissue cages) were used; however, some
tissue cages were lost due to spontaneous shedding, leaving 161
cages for experimentation. There were no significant differences
between the groups on Day 1 (beginning of treatment). Mean + S.D.
bacterial counts were as follows: 6.21 +0.43 log CFU/mL for DAP
(n=25 tissue cages); 6.37+0.62logCFU/mL for LVX (n=21);
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Fig. 2. Time-Kkill curves in stationary phase with daptomycin (DAP) alone and in
combination with rifampicin (RIF) and levofloxacin (LVX). Activities of (A) DAP at
32 mg/Land 8 mg/L, and DAP 8 mg/L+RIF 8 mg/L; and (B) DAP at 32 mg/L and 16 mg/L,
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6.29+0.5logCFU/mL for RIF (n=22); 6.540.75logCFU/mL
for DAP+RIF (n=26); 5.94+0.52logCFU/mL for DAP+LVX
(n=20); 6.43+0.88logCFU/mL for LVX+RIF (n=21); and
6.31+0.72 log CFU/mL for controls (n=26).

Decreases in bacterial counts from TCF at Days 8 and 11 and
the results of antimicrobial efficacy against bacteria obtained from
the CVs are presented in Fig. 3. At Day 8, all therapies proved more
effective than the control, except RIF (P<0.05). All monotherapies
were less effective than combined therapies in decreasing TCF bac-
terial counts (at Days 8 and 11) and in eradicating adherent bacteria
from the CV. Among the monotherapies, LVX achieved the highest
efficacy (P<0.05) and no resistant strains appeared. Regarding com-
bined therapies, DAP+RIF was most effective (P<0.05) (decrease in
bacterial counts in TCF, —4.9 log CFU/mL), and there were no signifi-
cant differences between LVX+RIF (—3.4 log CFU/mL) and DAP+LVX
(—3.3log CFU/mL) combinations.

Combinations with LVX did not show significant differences in
the adherent bacterial counts from the CV, although the DAP+LVX
combination showed the lowest adherent bacterial counts of those
combinations. DAP+RIF performed better than all other therapies,
showing CV bacterial counts that were below the limit of detection.

At Day 8, acceptable TCF cure rates were only observed for the
DAP+RIF group (32%), whereas at Day 11 they were 44% for DAP+RIF
(P<0.05 versus the remaining groups), 6% for LVX+RIF and 6% for
DAP+LVX. The CV cure rates at Day 11 are presented in Fig. 4. In this
case, DAP+RIF was the most effective treatment (cure rate, 92%),
followed by DAP+LVX (47%), LVX+RIF (11%) and LVX (6%) (P<0.05).
There was no cure rate in any other group.

Resistant strains emerged when using DAP (35%) and RIF (88%),
but not with LVX. However, combination therapies protected
against the appearance of either DAP or RIF resistance. DAP-
resistant strains had MICs of 2-3 mg/L and RIF-resistant strains
showed MICs of 2-4 mg/L.

4. Discussion

The present experimental work demonstrates that DAP+RIF and
DAP+LVX combinations have efficacy as potential alternatives in
the treatment of MSSA FBI.

LVX (at high doses of 750-1000 mg/day) plus RIF is currently
considered the optimal treatment for acute MSSA PJI; its efficacy
has been previously described by our own and other groups against
experimental staphylococcal FBI [13,15,24-26]. However, alterna-
tive therapies have insufficient evidence to support their use in
cases where clinical failure occurs or these drugs cannot be admin-
istered due to intolerance, allergy or pharmacokinetic interactions
[1,2,4]. Previous works studying DAP had proven experimental
and clinical efficacy in the setting of MRSA FBI and, thus, the
DAP+RIF combination is postulated to be one of the most effective
treatments of PJI caused by MRSA [1,9,11-13]. Whilst it has been
hypothesised that similar effectiveness may be assumed for MSSA
infections, to our knowledge this has not been widely explored or
compared with other anti-MSSA therapies.

These in vitro results showed that addition of RIF to DAP delayed,
but did not antagonise, the bactericidal activity of DAP in log phase.
In contrast, this addition improved the efficacy of DAP alone in sta-
tionary phase. These results are comparable with those observed
with MRSA [12,13,27] and suggest similar benefits of this combi-
nation also against MSSA strains, in particular against non-growing
bacteria.

In the present work using an MSSA strain, high-dose DAP (equiv-
alent to 8-10 mg/kg/day in humans) with RIF achieved significantly
higher efficacy in eradicating bacteria than the recommended anti-
MSSA treatment of LVX+RIF. These results were surprising but are
consistent with previous reports of high-dose DAP used against
MRSA FBI and also with their in vitro results in stationary phase,
which are reported to correlate better with in vivo efficacy against
FBI [11-13,15]. Overall, the results of the current study support
the benefits of this combination therapy against staphylococcal
FBI, independent of meticillin susceptibility, and should encourage
further animal and clinical studies to confirm these results.

The efficacies of RIF combinations with LVX or DAP (equiva-
lent to 6 mg/kg/day in humans, AUCy_»4, = 548 mg h/L) have been
previously compared exclusively in the work by John et al., which
used a tissue-cage infection model caused by a single MRSA strain
[13]. In their work, the authors showed that both therapies were
effective, with a slight but non-significantly higher efficacy of
DAP+RIF against adherent bacteria (cure rate 67% for DAP+RIF vs.
58% for LVX+RIF). These results might suggest an improvement
of the efficacy of DAP combination based on its concentration-
dependent activity and thus the authors highlighted the need to
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Fig. 3. (A) Decrease in bacterial counts from tissue cage fluid (TCF) at Days 8 and 11 and (B) bacterial counts recovered from coverslips (CVs) at Day 11. Bacterial counts are
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***The DAP+RIF combination was the most effective of all the therapies tested (P<0.05). #* Among the monotherapies, LVX achieved the highest efficacy (P<0.05). n, number

of tissue cages; DAP, daptomycin; LVX, levofloxacin; RIF, rifampicin.

study higher dosages of DAP [1,10]. Interestingly, the results of
the current study using DAP at a human dosage equivalent of
8-10 mg/kg/day (AUCy_»4 =800 mg h/L) showed that the DAP+RIF
combination was the most effective anti-MSSA treatment and that
it protected against the emergence of resistance. By contrast, high
doses of DAP alone showed little effect and did not protect against
resistance. These results are in line with the risk for emergence
of DAP-resistant strains when using it alone even at high doses
[28]. In fact, the present results support the current recommenda-
tions for using DAP in combination against severe staphylococcal
infections, which should include those caused by MSSA strains
[10,29,30].

Indeed, the antistaphylococcal activity of the DAP+LVX com-
bination has not been studied previously. The current in vitro
results showed that the combination achieved synergistic and
bactericidal effects in log phase and a trend to improve slightly the
DAP activity in stationary phase. In vivo, this combination was as
effective as the reference LVX+RIF therapy, improved the efficacy
of LVX alone, and prevented the emergence of DAP resistance. Of

interest, this combination allows the use of antibiotics with proven
efficacy against biofilms and it may be suitable for scenarios when
RIF cannot be used.

This study is limited by the use of one MSSA strain; thus, caution
must be used when generalising these findings to routine clini-
cal practice. However, the agreement of these results with those
obtained by our group and others regarding the efficacy against
experimental MRSA FBI strengthen its validity.

In conclusion, the DAP+RIF and DAP+LVX combinations showed
good in vitro and in vivo efficacy and prevented the emergence
of resistance to RIF and DAP in a tissue-cage model with MSSA
infection. Both combinations represent potential alternatives for
the treatment of PJI caused by MSSA. DAP+RIF was the most effec-
tive combination, providing higher efficacy than LVX+RIF. If these
results are confirmed in further experimental and clinical stud-
ies, the DAP+RIF combination may be useful as a first-line therapy
against MSSA PJI. Furthermore, the DAP+LVX combination showed
similar efficacy to LVX+RIF and could be an effective alternative
when RIF is unsuitable.
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Fig. 4. Infection cure rate for therapeutic combinations and LVX from the coverslip (CV) at Day 11. *Combined therapies were better than the LVX group (P<0.05). “*DAP
combinations were better than LVX and LVX+RIF (P<0.05). ***The DAP+RIF combination was the most effective treatment in eradicating adherent bacteria from the CV of all

therapies (P<0.05). DAP, daptomycin; LVX, levofloxacin; RIF, rifampicin.
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RESULTADOS

Objetivo 3. Eficacia anti-biofilm de claritromicina en el modelo animal por SASM y
SARM

Articulo 3: El Haj C, Murillo O, Ribera A, Garcia-Somoza D, Tubau F, Cabellos C, Cabo J,
Ariza J. “The anti-biofilm effect of macrolides in a rat model of S. aureus foreign-body
infection: Might it be of clinical relevance?”. Med Microbiol Immunol. 2017; 206:31-

39

En el presente trabajo se quiso evaluar el posible efecto anti-biofilm de los
macrélidos y en concreto de claritromicina, en un modelo de infeccién de cuerpo
extrafio por SASM y SARM de 3 dias de evolucidn. Se analizé la influencia de este efecto

en la eficacia de daptomicina y en la combinacién de daptomicina con rifampicina.

Se utilizaron 4 cepas de S.aureus; dos cepas de SARM, una de coleccién (BAA-39)
y una de origen clinico de una infeccion osteoarticular (HUB1) y 2 cepas de SASM, ambas
de origen clinico de dos casos de infeccidén osteoarticular bacteriemica (HUB2 y HUB3).
Se buscaron cepas resistentes a claritromicina para poder evaluar el efecto anti-biofilm

del antibidtico, sin la interferencia de su posible actividad antimicrobiana.

Se realizaron curvas de crecimiento de las 4 cepas bacterianas para conocer su
cinética de crecimiento y determinar cual era el tiempo de generacién (g) de cada una.
Tal y como muestra la Figura 39, el tiempo de generacidn fue significativamente mas
elevado para las cepas de SARM, superando los 60 minutos (g=69.3 y 77 min. para BAA-
39 y HUBI1, respectivamente); mientras que las cepas de SASM tuvieron tiempos de
generacion que no superaron los 45 minutos (g=43.3 y 28.9 minutos para HUB2 y HUB3,

respectivamente).
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Figura 39. Curvas de crecimiento para las cepas SARM y SASM durante los primeros
480 minutos, con un indculo inicial de 10° UFC/mL.

*Diferencias significativas entre los tiempos de generacion de las cepas SARM y SASM
(P< 0.05).

Estudios de sensibilidad antimicrobiana in vitro

Las CMls de las diversas cepas se muestran en la tabla 17.

CMI (mg/L)
Cepa Daptomicina Rifampicina Claritromicina
BAA-39 1 0.03 >256
HUB1 1 0.012 >256
HUB2 0.5 0.015 >256
HUB3 0.25 0.03 >256

Tabla 17. CMis de los tres antibioticos para las cuatro cepas de S.aureus.

Se realizaron curvas de letalidad de 24 horas, utilizando concentraciones de
claritromicina equivalentes a la concentracién maxima del antibidtico alcanzado en el
suero humanoy en el liquido de las cajas de los animales, que fue de 2mg/L [166].

En la cepa de SARM BAA-39 se observo que la adicidn de claritromicina mejoro

la actividad de daptomicina en todas las fases. En la fase logaritmica con indculos
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estandar (10° UFC/mL) y altos inéculos (102 UFC/mL), daptomicina presenté actividad
bactericida a concentraciones de 2x y 16 xCMI, respectivamente. En fase estacionaria

(Figura 40) la combinacion fue bactericida a concentraciones de 16 xCMI.
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Figura 40. Curvas de letalidad de 24 horas en fase estacionaria para SARM BAA-39.
Abreviaciones: DAP, daptomicina; RIF, rifampicina; CLR, claritromicina.

En la cepa clinica de SARM (HUB1) y en las cepas de SASM el efecto de la adicién de
claritromicina en la actividad de daptomicina o la combinacién de daptomicina con

rifampicina fue indiferente en todas las fases.

Estudios de la eficacia anti-biofilm de claritromicina in vitro

Se realizaron también estudios de exposicion a claritromicina de biofilms en
formacién y ya maduros de 24 horas. Claritromicina evito la formacion de biofilm para
las cepas de SASM (cepas HUB2 y HUB3) a concentraciones de 32 y 64mg/L, (P < 0.05 vs.
control), y en el caso de las cepas de SARM (BAA-39 y HUB1) a concentraciones de 64 y
128 mg/L, respectivamente (P < 0.05 vs. control). Concentraciones mas bajas de

claritromicina tuvieron poco efecto o ninguno (Figura 41).
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Figura 41. Efecto de claritromicina frente la formaciéon de biofilm. Los efectos en la
masa de biofilm (porcentaje del valor de absorbancia con respecto al del control,
considerado como 100%, para las cepas de SARM y SASM) tras 24h de incubacién con
concentraciones crecientes de claritromicina. Media * desviacion estandar de los
experimentos realizados por cuadriplicado.

*P < 0.05 versus los controles

La actividad de claritromicina frente a biofilms maduros de 24 horas fue muy
limitada, solo las altas concentraciones de claritromicina (128 mg/L) fueron capaces de
producir un ligero decrecimiento en los biofilms de SARM y SASM (menos del 10 % con

respecto a los controles, P > 0.1).

Estudios de subpoblaciones resistente a daptomicina in vitro

Se realizaron estudios in vitro adicionales con las cepas utilizadas in vivo para
evaluar los perfiles poblacionales y la aparicién de cepas resistentes a daptomicina.

Se utilizaron la cepa de SARM BAA-39 y SASM HUB2, y no se encontraron
heterorresistencias a daptomicina en ninguin caso. Las cepas susceptibles a daptomicina
fueron expuestas a concentraciones crecientes de daptomicina durante 7 dias.
Observamos cambios en los valores iniciales de CMI y estos aparecieron antes en las
cepas de SASM que en las de SARM (con exposiciones de % xCMI y 1 xCMI,

respectivamente). Sin embargo, aparecieron cepas resistentes (CMI>1mg/L) en ambos
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casos con exposicion a daptomicina a una concentracién de 1 xCMI. La adicion de
claritromicina a daptomicina no modificé ni la aparicién de cambios en la CMI ni la de
cepas resistentes a daptomicina. Las cepas resistentes a daptomicina no presentaron

cambios en sus valores de CMI para claritromicina.

Estudios in vivo

En un modelo de infeccién de 3 dias con las cepas de SARM BAA-39 y SASM
HUB2, los grupos terapéuticos estudiados fueron: daptomicina (45mg/kg/dia),
daptomicina en combinacion con claritromicina (100mg/kg/dia), daptomicina en
combinacion con rifampicina (25mg/kg/12h) y la combinacion de los tres antibidticos.
El recuento bacteriano del dia 1 (mediat desviacidén estandar) fue significativamente
mayor en los grupos de SASM que en los de SARM (6.58 £ 0.6 vs. 6.15 + 0.8; P < 0.05),
pero no se observaron diferencias entre los grupos terapéuticos de la misma cepa. Por
ello, el andlisis de eficacia antibidtica no se comparo entre las cepas de SASM y de SARM.

En todos los casos el grupo control y el grupo tratado con claritromicina fueron
inefectivos. Frente a SARM, no encontramos diferencias entre los tratamientos de
daptomicina y la combinacién de daptomicina con claritromicina en los descensos de los
recuentos bacterianos del LC y en la erradicacién de las bacterias adherentes del CV
(Figura 42). Sin embargo, aparecieron cepas resistentes a daptomicina en los casos
tratados sélo con daptomicina, mientras que la combinacién con claritromicina evito la

aparicion de resistencias (Figura 43).
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Figura 42. (A) Descensos bacterianos en el LC para SARM el dia 8 y el dia 11 respecto
al dia 1, expresados en Alog UFC/mL) y (B) recuentos bacterianos del CV el dia 11,
expresados en log UFC/mL.

*P < 0.05 versus todas las terapias.

Abreviaciones: DAP, daptomicina; RIF, rifampicina; CLR, claritromicina; n, nimero de
cajas.
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La combinacién de DAP + RIF y DAP + RIF + CLR fueron las mas efectivas frente a
bacterias del LC y bacterias adherentes del CV, sin diferencias significativas entre ambos
tratamientos. La tasa de curacién el dia 11 fue de 71 y 83 % para DAP + RIF y DAP + RIF
+ CLR, respectivamente, y 5y 0 % para DAP + CLR y DAP en solitario (P < 0.05).

En el caso de SASM, daptomicina en solitario y en combinacién con claritromicina
tuvieron una eficacia similar frente a las bacterias del LC y las bacterias adherentes del
CV (Figura 44). La adicidn de claritromicina a daptomicina protegié de la aparicion de
bacterias resistentes a daptomicina el dia 8 pero no el dia 11 (Figura 45). La combinacion
DAP + RIF y DAP + RIF + CLR fueron de nuevo los tratamientos mas efectivos, sin
diferencias significativas entre ellos. La tasa de curacidn en los CV fue del 24% para DAP

+ RIF y del 22 % para DAP + RIF + CLR.
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al dia 1, expresados en Alog UFC/mL) y (B) recuentos bacterianos del CV del dia 11,

expresados en log UFC/mL.
Abreviaciones: DAP, daptomicina; RIF, rifampicina; CLR,

Xp < 0.05 versus todas las terapias.
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grupos tratados con daptomicina,

El pequefio efecto adicional de claritromicina a daptomicina en nuestros estudios
in vitro e in vivo no refuerza la hipdtesis de un papel relevante de los macrdélidos en la
terapia de las infecciones estafilocécicas de implantes osteoarticulares, basado en su

actividad anti-biofilm.
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Abstract Using a tissue cage infection rat model, we
test the anti-biofilm effect of clarithromycin on the effi-
cacy of daptomycin and a daptomycin + rifampicin com-
bination against methicillin-susceptible (MSSA) and
methicillin-resistant  Staphylococcus aureus (MRSA).
In vitro: kill curves, daptomycin exposure studies and
clarithromycin activity against biofilm were studied.
In vivo: the efficacies of clarithromycin, daptomycin or
daptomycin + clarithromycin, daptomycin + rifampicin
and daptomycin + rifampicin + clarithromycin combina-
tions were evaluated. In vitro: the addition of clarithro-
mycin to daptomycin improved its activity only against
one MRSA strain. Changes in daptomycin MIC values
appeared more quickly in MSSA than in MRSA strain,
and this was not modified by clarithromycin. Clarithro-
mycin prevented biofilm formation but did not eradi-
cate it. In vivo: the daptomycin + rifampicin combi-
nation was the most effective treatment and was not
improved by the addition of clarithromycin. Daptomycin
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and daptomycin + clarithromycin had similar effec-
tiveness; the combination protected against the appear-
ance of daptomycin resistance only in one MRSA strain.
Using a staphylococcal foreign-body infection model, we
observed a slight effect with the addition of clarithromy-
cin to daptomycin, which resulted in protection against
the appearance of daptomycin-resistant strains. However,
efficacy was not improved. Overall, our findings do not
support a relevant clinical role for macrolides in treating
device-related staphylococcal infections based on their
anti-biofilm effect.

Keywords Foreign-body infection - S. aureus -
Clarithromycin - Biofilm

Introduction

The management of prosthetic joint infections (PJI) is
hindered by the presence of bacteria in stationary phase
and biofilms, where they may evade the immune response
and withstand antimicrobial therapy [1]. In acute PJIs, a
clinical cure can be achieved in many cases with antibi-
otic therapy, surgical debridement and implant retention,
but ensuring complete bacterial eradication remains a
real challenge for clinicians. Staphylococcus aureus is
one of the main micro-organisms causing acute PJI, and
the clinical failure rate can be high, despite the optimiza-
tion of antimicrobial therapies using antibiotics with high
activity against adherent and biofilm-embedded bacteria
[2, 3].

In response to these difficulties, other therapeutic
approaches to bacterial biofilms are being investigated [4,
5], often in combination with antimicrobial therapy. Among
these options, the effects of macrolides (beyond their
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antibacterial activity) have been evaluated, and an anti-
biofilm effect of these agents has been postulated, in par-
ticular against Gram-negative bacilli such as Pseudomonas
aeruginosa [6-9]. It is not clear whether they have a simi-
lar anti-biofilm activity against Gram-positive infections.
An anti-biofilm effect of clarithromycin (CLR) against S.
aureus has been observed in some experimental studies, but
these results have not always been replicated in other stud-
ies and they remain controversial [10-12].

The tissue cage infection model is a validated method
that has provided relevant information on the pathogen-
esis and treatment of foreign-body infection. It mimics
the characteristics of PJI particularly well [13-15]. In the
present study, we used this model to test the anti-biofilm
effect of CLR against methicillin-susceptible (MSSA) and
methicillin-resistant S. aureus (MRSA) infections, using
clarithromycin-resistant strains so as to avoid the anti-
bacterial activity of the antibiotic and to search for possi-
ble additional effects. We aimed to determine the possible
additional contribution of this effect to the antimicrobial
efficacy provided by daptomycin (DAP) and a DAP plus
rifampicin (RIF) combination, which in previous work by
our group were found to be the most effective anti-staphy-
lococcal biofilm therapies [16, 17].

Materials and methods
Micro-organisms and MIC values

Two MRSA (BAA-39, from the referral collection ATCC
and HUBI, a clinical isolate from osteoarticular infec-
tion) and two MSSA (HUB2 and HUB3 from two cases
of bacteremic osteoarticular infections) strains were used
for in vitro studies. Two of these strains (MRSA BAA-39
and HUB2) were selected for in vivo studies. The MIC val-
ues of DAP, RIF and CLR for MSSA and MRSA strains
were determined following the standard recommendations
[18, 19]. The MICs for MSSA strains were 0.5, 0.015 and
>256 mg/l (HUB2) and 0.25, 0.007 and >256 mg/l (HUB3).
For MRSA strains the MICs were 1, 0.03 and >256 mg/l
(BAA-39) and 1, 0.012 and >256 mg/l (HUB1).

Antimicrobial agents

For the in vitro experiments, the purified powder of the
antibiotic was resuspended according to laboratory recom-
mendations. For the in vivo experiments, the commercial
products were diluted to achieve a final volume suitable for
administration. Antibiotics were purchased from the man-
ufacturers’ laboratories: DAP from Novartis (Barcelona,
Spain), RIF from Sanofi—Aventis (Madrid, Spain) and CLR
from Abbott Laboratories (Madrid, Spain),

@ Springer

In vitro studies

In all experiments with DAP, the medium was supple-
mented with 50 mg/L of calcium chloride dihydrate (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany).

Growth rate and generation time

To compare the growth of strains, a standard inoculum
containing 10° CFU/ml was incubated in Mueller—Hinton
Broth (MHB) and agitated on a gyratory shaker at 37 °C
for 24 h. Samples were recovered at several time points to
calculate bacterial counts.

The generation time (g) was calculated according to the
following equation:

g=Ln2/u
where p is the growth rate.
nw=LnN—-LnNy/t — 19

where N is the number of bacteria at time ¢, and N, is the
number of bacteria at time #,.

24-h kill curves

We used the standard method for kill curves in the log
phase [20], and in the stationary phase we used a method
which was previously reported in detail and has proved
suitable for correlating the efficacies of antibiotics in the
tissue cage infection model [13, 14]. Due to the bacte-
rial tolerance to antibiotics expressed in the stationary
phase, the drug concentrations tested were higher than in
the log phase. In the case of CLR, the concentration used
was 2 mg/L, which is equivalent to peak levels achieved
in human serum and in the tissue cage fluid (TCF) [21]. In
all the experiments, bactericidal activity was defined as a
>3 log 10 decrease in the initial inoculum in CFU/ml at
24 h. The results of the drug combination were compared
with the most active single drug; synergy, indifference and
antagonism were then defined as a >2 log increase in kill-
ing, <2 log change (increase or decrease) in killing and
>2 log decrease in killing, respectively.

Assessment of the effect of clarithromycin against biofilms

Biofilm culture conditions mainly followed the meth-
odology previously described [22]. In brief, biofilms
were obtained after 24 h of incubation at 37 °C in MHB
supplemented with 0.25 % glucose in 24-well plates
(Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain) with a total
volume of 400 pl of medium per well and a starting
inoculum of 10" CFU/ml (optical density at 620 nm
[OD620] of 0.01). Biofilm production was evaluated
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by measuring the absorbance of crystal violet. At the
end of the incubation period, the medium was removed
and wells were washed twice; then, biofilms were fixed
with methanol. Next, the methanol was removed, wells
were air-dried for 30 min—1 h and stained for 15 min
with a 0.2 % (wt/vol) crystal violet solution prepared
in 20 % ethanol. Then, the excess of crystal violet was
removed with water and the biofilm was resolubilized
by the addition of glacial acetic acid (33 %, vol/vol) and
incubated at room temperature for 1 h. Crystal violet
absorbance was measured at 570 nm using a microplate
spectrophotometer.

To assess the effect of clarithromycin on biofilm forma-
tion, several concentrations of clarithromycin were added
at the beginning of the process and maintained for 24 h.

The anti-biofilm activity of clarithromycin was also
evaluated against 24-h mature biofilms. At the end of
incubation period, the growth medium was removed and
replaced by fresh MHB supplemented with 0.25 % glu-
cose containing increasing concentrations of clarithromy-
cin (2, 16, 32, 64 and 128 mg/l) and reincubated for 24 h
at 37 °C.

Additional in vitro studies of the strains used in vivo

Two of the four strains were selected for in vivo studies:
MRSA BAA-39 and MSSA HUB2. Additional in vitro
studies were performed to evaluate the population profiles
and the emergence of DAP resistance in the two strains.

Population analysis profiles

Heteroresistance to DAP in the initial strains was studied
by the screening of subpopulations able to grow in the pres-
ence of >0.5, 1, 2, and 4 mg/l of DAP, applying the method
previously reported [23, 24].

DAP exposure experiments

These experiments followed a methodology previously
described in detail [25]. In brief, original DAP-suscepti-
ble strains (at 108 CFU/ml) were grown in triplicate and
exposed to increasing DAP concentrations for 7 days.
Bacteria were resuspended in MHB containing %4 x MIC
of DAP and incubated overnight. Cultures with visual
growth at 24 h were collected and diluted 1:100 in MHB
containing a twofold incremented concentration of DAP
(from Y4 x MIC to 4 x MIC). The strains recovered from
each passage were screened for MIC values of DAP. These
experiments were also performed with the media contain-
ing a consistent concentration of CLR (50 mg/l; 20 % of
MIC value) in combination with DAP.

Animal studies

The experimental protocol complied with European (Direc-
tive 2010/63/EU) and Spanish (Real Decreto 53/2013) leg-
islation on animal experimentation and was approved by the
Ethics Committee for Animal Experiments at the University
of Barcelona. The method used for both MSSA and MRSA
infections was described in our earlier studies [13, 16, 17].
Briefly, two Teflon tissue cages, each with two polymeth-
ylmethacrylate coverslips inside (CV), were subcutaneously
implanted in Wistar rats. After 3 weeks, the tissue cage
fluid (TCF) was checked for sterility and was infected with
0.1 ml of an MRSA or MSSA preparation (0.2-2 x 10°
CFU/ml). Three days later, on designated day 1, TCF was
obtained in order to quantify bacterial counts. Therapy was
then started and administered intraperitoneally for 7 days.
One and four days after the end of treatment (days 8 and 11,
respectively), TCF was again recovered in order to quantify
bacterial counts. Animals were sacrificed on day 11 and CV
were removed and processed, as described previously [13],
in order to quantify adherent bacteria.

The criterion of efficacy was defined as a decrease in bacte-
rial counts in the TCF between the beginning and end of the
treatment, evaluated on days 8 and 11, and in the adherent
bacterial counts from the CV. Finally, the cure rate of infection
from the CV was calculated on day 11; it was defined as the
percentage of samples with bacterial counts below the limit of
detection compared to the total samples. In all cases, the lower
limit of detection of bacterial counts was 10 CFU/ml.

Pharmacokinetic studies and therapeutic groups

All the methodology used has been described in detail else-
where [13]. We used the dose of antibiotic that achieved
pharmacodynamic parameters in the TCF close to those in
human serum [26]. The main pharmacokinetic—pharmaco-
dynamic parameters of the selected antibiotic dosages in
rats have been reported elsewhere: DAP, 45 mg/kg/day and
RIF, 25 mg/kg/12 h (equivalent to doses of 8—10 mg/kg/day
and 600-900 mg/day in humans, respectively) [17].

In the case of CLR, pharmacokinetic studies were
performed with two different concentrations (100 and
150 mg/kg/day) to select the one that was equivalent to
the human dose of 500 mg/12 h (AUC,, ,,: 37.8 mg h/l).
As the 150 mg/kg/day dose was not well tolerated by ani-
mals (which presented prostration and less reactivity);
the 100 mg/kg/day was used. The main pharmacokinetic
parameters in serum and TCF were: peak concentration
17.26 and 2.38 mg/l, respectively; and AUC,, ,, 84.41 and
33.53 mg h/l, respectively.

Therapeutic groups were DAP, RIF, CLR, DAP + RIF,
DAP + CLR, and DAP + RIF + CLR.
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Resistance studies

Resistant strains from the TCF at day 8 and day 11 and
from CV at day 11 were screened using agar plates con-
taining 1 mg/l of DAP and RIF. The plates containing DAP
were supplemented with calcium (50 mg/l). The results
were interpreted as positive (some macroscopic growth)
or negative (no growth). Resistant strains obtained from
screening agar plates were recovered to determine MICs
[18]. In addition, heteroresistance to DAP from bacteria
recovered in vivo was studied following the methodology
described above.

Statistical methods

Data were analysed using SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) software (version 20.0). Regarding
in vitro studies, statistical analyses to evaluate differences
between growth rates were performed using the non-para-
metric Mann—Whitney U test. The activity of clarithromy-
cin against biofilms was compared using the X? test.

In animal studies: all bacteria counts are presented as log
CFU/ml (mean =+ standard deviation [SD]). Differences in
bacterial counts between groups were evaluated by analysis
of variance with Bonferroni’s post hoc test. Comparisons
between groups for percentages of antibiotic resistance and
cure rates were performed by x°.

For all tests, differences were considered to be statisti-
cally significant when P values were <0.05.

Results
In vitro studies

Bacterial growth, DAP population analysis and DAP
exposure studies

The MSSA strains grew faster than the MRSA strains,
especially during the first 120 min. Therefore, generation
times were significantly lower in MSSA strains (g = 43.3
and 28.9 min for HUB2 and HUB3, respectively) than in
MRSA strains (69.3 and 77 min for BAA-39 and HUBI,
respectively) (P = 0.03, Fig. 1).

24-hkill curves

e MRSA strains: in the BAA-39 strain the addition of
CLR (at 2 mg/l) to DAP improved its activity in all
phases. In the log phase with standard and high inocula,
DAP achieved bactericidal activity at concentrations of
2x and 16 x MIC in combination with CLR, respec-
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Fig. 1 Growth curves of MRSA and MSSA during the first 480 min
with initial inocula of 10° cfu/ml. The means and standard deviations
of experiments performed in triplicates of the MRSA strains (trian-
gles) and the MSSA strains (squares) are presented. CFU colony
forming unit. *Significant differences in generation times between
MRSA and MSSA strains (P < 0.05)
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Fig. 2 24-h kill curve in stationary phase of MRSA. Activities of
daptomycin (filled squares), daptomycin plus clarithromycin (cross),
daptomycin plus rifampicin (filled rhombus), daptomycin plus
rifampicin plus clarithromycin (filled triangle) and control (filled cir-
cle). The means and standard deviations of determinations in tripli-
cates are shown. CFU colony forming unit, DAP daptomycin, CLR
clarithromycin, RIF rifampicin

tively. In the stationary phase (Fig. 2), the combination
was bactericidal at a DAP concentration of 16xMIC.
The addition of CLR to the DAP + RIF combination
did not provide additional effects in any phase.

e In the clinical MRSA isolate (HUB1) CLR did not
improve DAP or DAP + RIF activity in any phase.
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Fig. 3 Effect of clarithro-
mycin against biofilm forma-
tion. Effects on biofilm mass
(percentage of absorbance value
with respect to that of control
percentage = 100 % — for
MRSA and MSSA strains) after
24-h incubation with increasing
concentrations of clarithromy-
cin. The means =+ standard devi-
ations of experiments performed
in quadruplicates. *P < 0.05
versus controls

Percentage of absorbance vs control

—— BAA-39

e MSSA strains: the effect of CLR was indifferent in the
DAP + CLR and in the DAP + RIF + CLR combina-
tion in all phases.

Effect of clarithromycin against biofilms

Clarithromycin prevented biofilm formation of MSSA
(HUB2 and HUB3 strains) at concentrations of 32 and
64 mg/l, respectively (P < 0.05 vs. control), whereas in
MRSA (BAA-39 and HUBI strains), biofilm formation
was prevented at CLR concentrations of 64 and 128 mg/I,
respectively (P < 0.05 vs. control). Lower concentrations
produced less relevant effects or were ineffective (Fig. 3).
The activity of CLR against 24-h mature biofilm was
very limited; only high concentrations of CLR (128 mg/l)
were able to produce a slight decrease in the MSSA and
MRSA biofilms (less than 10 % with respect to controls,
P >0.1).

Additional in vitro studies of the strains used in vivo

No DAP-heteroresistance among MSSA (HUB2) and
MRSA (BAA-39) strains was identified.

The DAP-susceptible strains were exposed to increas-
ing concentrations of DAP over 7 days. We observed that
changes in MIC values appeared faster in MSSA than in
MRSA (with exposure to ¥2 x MIC and 1 x MIC, respec-
tively), but resistant strains emerged in both cases with
exposure to 1 x MIC. The addition of CLR to DAP did
not modify either the appearance of MIC changes or DAP-
resistant strains. The DAP-resistant strains presented no
changes in MICs values of CLR.

Clarithromycin concentration (mg/L)

= 4= HUB1 eecbees HUB2 —® - HUB3

Animal studies

Bacterial counts (mean of log CFU/ml £ SD) at the begin-
ning of treatment (day 1) were significantly higher in MSSA
than in MRSA groups (6.58 4 0.6 vs. 6.15 4 0.8; P < 0.05),
but there were no differences between therapeutic groups
among the same strain (Table 1). Thus, the analysis of antibi-
otic efficacy was not compared between MSSA and MRSA.

In all cases, the control group and CLR therapy were
ineffective. Decreases in bacterial counts from TCF and in
adherent bacterial counts from CV are presented in Table 1.

Against the MRSA strain, we found no differences
between the DAP and DAP + CLR combination in
decreasing bacterial counts from TCF and in eradicating
adherent bacteria from CV. Interestingly, DAP-resistant
strains appeared in all cases with DAP alone, but the com-
bination DAP + CLR prevented their emergence (Fig. 4a).
The DAP + RIF and the DAP + RIF + CLR combina-
tions were the most effective treatment against bacteria
from TCF and bacteria adherent to CV, with no differences
between them. The CV cure rate at day 11 was 71 and 83 %
for DAP + RIF and DAP + RIF + CLR, respectively, and
5 and 0 % for DAP + CLR and DAP alone (P < 0.05).

In the case of the MSSA strain, DAP alone and the
DAP + CLR combination had a similar efficacy against
bacteria from TCF and those adherent to CV. The addi-
tion of CLR to DAP protected against the emergence of
DAP resistance at day 8 but not at day 11 (Fig. 4b). The
DAP + RIF and DAP + RIF + CLR were again the
most effective treatments, with no significant differences
between them. The CV cure rates were only 24 % for the
DAP + RIF and 22 % for DAP + RIF + CLR combination.
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Table 1 Bacterial counts from TCF at day 1 and results of the efficacy of therapeutic groups against bacteria from TCF (decreases in bacterial

counts at day 8 and day 11) and from CV (bacterial counts at day 11)

Strain Therapeutic groups (1) Day 1 Day 8 Day 11
TCF TCF TCF CcvV
log CFU/ml (£SD) Alog CFU/ml (£SD) Alog CFU/ml (£SD) log CFU/ml (£SD)
MRSA DAP (19) 6.47+0.5 —-1.8+1 —2+12 35+05
DAP + CLR (18) 6.37 + 0.7 -2+09 —24+£07 324+ 1.1
DAP + RIF (17) 5.65+ 0.6 —4.4 4+ 0.8*% —4.5+0.4* 0.9+ 0.1*
DAP + RIF + CLR (21) 6.08 £ 0.8 —4.7 + 0.84* -5+ 1% 1+£0.4*
CLR (20) 639+ 1 0.7+0.9 09+0.8 6.1 +0.7
Control (18) 575+09 1.35+£0.8 1.57 £ 1 59+13
MSSA DAP (22) 6.72 + 0.3 —1.88 £ 1.1 —158+ 14 39+ 1.6
DAP + CLR (18) 6.5+ 0.6 —1.38+£0.8 -13+13 43+ 1.7
DAP + RIF (16) 6.57 £ 0.5 —3.51+£1.2% —45+0.7" 1.64 £+ 0.6"
DAP + RIF + CLR (21) 6.5+ 0.7 —3.36+ 14" —4.65+£1.1¢ 2402
CLR (20) 7+£04 03+04 0.6+0.3 6.1+£0.5
Control (20) 6.25+0.7 0.81+£0.7 0.57£0.9 62+03

n number of tissue cages, TCF tissue cage fluid, CV coverslips, CFU colony forming unit, Alog CFU/ml decrease in log CFU/ml with respect to

day 1, DAP daptomycin, CLR clarithromycin, RIF rifampicin

MRSA results: *P < 0.05 versus all therapies. MSSA results: *P < 0.05 versus all therapies

Discussion

The present study focuses on the potential anti-biofilm
effect of CLR against foreign-body infection caused by S.
aureus in an experimental rat model. This model mimics
reasonably well the conditions of human PJIs.

There were two main motivations for the study. First, it
is extremely difficult to ensure complete eradication of for-
eign-body infection in the presence of medical devices (i.e.
acute PJI), even when the most effective antibiotic combi-
nation against biofilm-related infections is used [2, 3]. Sec-
ond, it is essential to search for other anti-biofilm therapies
that would improve the antimicrobial effect of antibiotics
[5]. In this context, macrolides have demonstrated an anti-
biofilm effect which is independent of their antimicrobial
activity, and which has been investigated mostly in Gram-
negative bacilli infections [6, 7]. Therefore, in the present
study we used two CLR-resistant S. aureus strains (one
MSSA and one MRSA), so as to avoid the drug’s antibacte-
rial activity and also to look for additional effects.

Regarding the results of the in vitro kill curves, the addi-
tion of CLR exerted some unexpected microbiological
effects. Specifically, the presence of CLR effected a slight
increase in bactericidal activity of DAP against one MRSA
strain in the logarithmic and stationary phases. In contrast,
this effect was not shown against the MSSA strains or
the other MRSA strain. In a previous study using a CLR-
resistant MRSA strain, Berti et al. [25] demonstrated a
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microbiological effect by observing that the addition of CLR
at 1/2 x MIC concentrations led to culture sterilization.

Specific evaluation of the in vitro anti-biofilm activity
of CLR indicated moderate effects. Thus, CLR was able to
prevent the biofilm formation only at high concentrations
that are not clinically achievable in human serum (>64
and >32 mg/l for MRSA and MSSA strains, respectively).
Moreover, our results showed that CLR did not produce
any relevant activity against an established biofilm at 24 h.

Our results using the animal foreign-body infection
model confirmed the results of previous studies on the
activity of DAP and the DAP + RIF combination [16,
27]. In fact, while the efficacy of DAP alone at high doses
was hindered by the emergence of resistant strains, the
DAP + RIF combination showed high synergistic efficacy
and protected against the appearance of DAP- and RIF-
resistance. These results coincide, to some extent, with
the clinical data available from the treatment of PJI cases
[28, 29]. Thus, the efficacy of DAP against difficult-to-treat
infections involving high inocula and bacterial biofilms is
limited by the emergence of resistant strains [30-32], and
its use at high doses (8—10 mg/kg/day) in combination with
RIF has been recommended as one of the most effective
anti-staphylococcal treatments in this setting [29].

The addition of clarithromycin to DAP showed some
in vivo effects. While the efficacy of DAP and DAP + CLR
was similar, the combination protected against the emer-
gence of DAP-resistant strains during all experiments of
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MRSA infection but only partially against MSSA infec-
tion. In contrast, CLR did not improve the high efficacy
achieved by the DAP + RIF combination, nor did it offer
more protection against the appearance of resistance.
Overall, it is difficult to establish whether an antibacterial
effect or anti-biofilm effect is responsible for this moderate
in vivo effect.

In contrast to the reports of the beneficial activity of
macrolides against biofilm formation in P. aeruginosa [10],
studies of the anti-biofilm effect of macrolides against S.
aureus are scarce and to some extent, their results are con-
troversial. It seems that, although the ability of macrolides
to inhibit polysaccharide synthesis in P. aeruginosa is well
established, little is known about their interaction with S.
aureus glycocalyx [33]. Indeed, several types of materi-
als and methods for studying biofilms have been used and
these procedural differences may have affected the results.
The first study in this setting showed that the activity of

DAP DAP+CLR DAP+RIF

i\\‘ 55
- .
o § oF § 0

CLR against biofilms was dose-dependent and based on the
interaction with the quantity of hexose among the staphy-
lococcal glycocalyx [34]. Similar results were reported by
Sano et al. who observed a reduction in bacterial counts
within a MRSA biofilm when using high concentrations
of CLR (184 mg/l) simulating human urinary concentra-
tions in combination with vancomycin [33]. To an extent,
these initial results were confirmed in other studies per-
formed by Fujimura’s group [35-37]; in those studies the
authors proved the efficacy of CLR in combination with
antibiotics against in vitro and in vivo S. aureus biofilms
produced in titanium devices, but even CLR concentrations
as low as 1 mg/l achieved a notable effect. While all these
reports agree that CLR has some anti-biofilm effect, the
discrepancies regarding the CLR concentration needed to
produce such effects raise doubts about whether this activ-
ity can be expected at clinically achievable concentrations.
In contrast, Rybak et al’s. group reported contradictory
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results using the same in vitro reactor model of staphylo-
coccal biofilm in two different studies. First, they showed
that CLR improved the in vitro bacterial killing effect of
DAP against one MSSA strain [11]. Later, evaluating the
efficacy of this combination against two MRSA strains and
one coagulase-negative staphylococcus strain using differ-
ent types of materials, they did not observe any enhance-
ment of DAP activity by the addition of CLR [12]. Overall,
their information does not provide clear conclusions.

Finally, using a well-validated foreign-body infection
model [13-15], our results do not support a relevant anti-
biofilm effect for CLR. We evaluated a CLR peak concen-
tration of 2 mg/1 in TCF, which is in accordance with human
serum levels available at the usual dosage of CLR. We did
not assess the possibility that higher concentrations might
be more beneficial against S. aureus biofilm, in part due
to the animals’ limited tolerance of higher doses. Despite
the particular pharmacokinetic properties of CLR (which
may present higher concentrations in some tissues than in
serum), it is hard to imagine that they could achieve clini-
cally relevant levels able to provide this anti-biofilm effect.

In view of the differences in behaviour of MSSA and
MRSA in vivo infections, we performed additional in vitro
studies to investigate the bacterial growth and the risk
of developing DAP resistance in both kinds of strain. In
agreement with previous reports [38], we observed that the
MSSA strains grew faster than the MRSA strains. Similarly,
we found that changes in DAP MIC values and DAP resist-
ance appeared more quickly in the MSSA strain; moreover,
these trends were not modified by the addition of CLR. Lit-
tle is known about the DAP + CLR combination. Recently,
Berti et al. showed that CLR was able to reduce but not
to prevent the emergence of DAP resistance in MRSA
strains, and they noted a see-saw effect between DAP and
CLR in these DAP-resistant strains which resembled the
effect observed between DAP and beta-lactams [25]. Later,
examining the genetic mutations occurring in these MRSA
strains, the same authors concluded that CLR may pre-
vent mutations that are less crucial for the emergence of
DAP resistance than beta-lactams [39]. We might specu-
late whether these mechanistical or genotypic explanations
could account for the differences in DAP-CLR activity
observed between MSSA and MRSA strains. A fuller exam-
ination of the mechanisms exerted by CLR in staphylococ-
cus strains is beyond the scope of the present study and is a
task that should be addressed in future research.

Overall, our results from in vitro and in vivo studies seem
to be concordant. Initial inocula of MSSA infection were
significantly higher than those of MRSA (in accordance
with its higher generation time), which suggests a greater
risk of the appearance of DAP resistance in the MSSA strain
and less efficacious treatment. In the in vitro studies, the
protective effect of CLR against the development of in vivo
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DAP resistance was mainly observed with the MRSA BAA-
39 strain. Finally, the moderate in vitro anti-biofilm effect of
CLR seems to corroborate the in vivo results, in which the
efficacy of DAP against an established foreign-body infec-
tion was not improved by a potential anti-biofilm effect at
clinically achievable CLR concentrations.

In conclusion, our finding of slight in vitro and in vivo
effects with the addition of CLR to DAP does not support a
relevant clinical role for macrolides in the therapy of staph-
ylococcal PJIs based on their anti-biofilm activity.
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RESULTADOS

Objetivo 4. Alternativas terapéuticas orales a la pauta clasica de rifampicina-
levofloxacino o rifampicina-linezolid en la infeccion por SASM y por SARM.

Nos planteamos abordar el estudio de otras alternativas terapéuticas a las pautas
de referencia orales en las infecciones de protesis estafilococicas cuando éstas no
pueden utilizarse por razones de resistencia antibidtica, intolerancia, interacciones
farmacocinéticas u otras. Esta circunstancia se plantea con una cierta frecuencia en la
practica clinica (alrededor de un 20% de los casos). Por ello nos propusimos disponer de
informacidn rigurosa de antibidticos antiguos, como cotrimoxazol (TMP-SMZ) y acido

fusidico, utilizados a menudo de forma no contrastada.

Ambos antibiéticos se pusieron a disposicién clinica hace varias décadas, sin
incorporar los estudios microbioldgicos y de farmacocinética, que acompaian el
proceso de los antibidticos mas recientes y que actualmente se consideran
indispensables. Existe muy escasa literatura respecto a su forma de utilizacidn
experimental, la dosificacidn y su via de administracion mas idénea, asi como el tipo de
sustancia quimica mas adecuado. Ademas, dado el escaso interés comercial al respecto
por parte de la industria farmacéutica, resulta complicado garantizar el suministro fluido

de la sustancia requerida.

Objetivo 4a. Eficacia de cotrimoxazol y acido fusidico en monoterapia en el modelo
animal.

Estudios para cotrimoxazol:

Los resultados de este estudio se recogieron en el articulo 4:

Articulo 4. El Haj C, Ribera A, Lloberas N, Tubau F, Ariza J, Murillo O. “Drawbacks of
the use of cotrimoxazole in foreign-body infections”. Enviado para publicacién.

La combinaciéon de trimetoprim (TMP) con sulfametoxazol (SMZ), conocida como
cotrimoxazol (TMP-SMZ), es sinérgica y bactericida frente a S.aqureus [167,168] y se ha
sugerido como una alternativa terapéutica sola o en combinacién con rifampicina en el
tratamiento de infecciones estafilocdcicas osteoarticulares. La observacién de fallos
terapéuticos se ha asociado en parte al posible efecto inhibitorio de la timidina, presente

en el pus y tejidos desvitalizados, sobre el cotrimoxazol [169]. El papel de las
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combinaciones de rifampicina con linezolid, clindamicina, cotrimoxazol o acido fusidico
frente al tratamiento estandar (rifampicina-fluoroquinolonas) en las infecciones
protésicas estafilocdcicas tratadas con DAIR (desbridamiento, antibidticos, irrigacién y

retencion), no ha sido bien establecido. [66,68].

En el presente proyecto se quiso evaluar la eficacia del cotrimoxazol y el posible efecto
inhibitorio de la timidina en la infeccidon de cuerpo extrafio por SASM de 3 dias de

evolucién en la rata, animales que se caracterizan por su elevado contenido de timidina.

Estudios farmacocinéticos

Tras la administracion de 13mg/kg TMP-65mg/kg SMZ (proporcion 1:5) por via

intraperitoneal a las ratas, los parametros determinados fueron:

TMP 13mg/kg SMZ 65mg/Kg
Cmax (mg/L) AUCo.z4h Cmax AUCo.z4h
(mg.h/L) (mg/L) (mg.h/L)
Suero 0.32 0.55 153 1263
LC 0.39 0.72 134 943

Tabla 18. Concentraciones maximas (Cmax) y areas bajo la curva (AUC) para TMP y
SMZ a dosis 13mg/kg TMP-65mg/kg SMZ en suero y en liquido de las cajas (LC).

La metabolizacién muy acelerada del TMP respecto al SMZ en el animal condiciond unos
niveles muy bajos de TMP y elevados de SMZ con una ratio de 1:340, muy superior a la
inicialmente deseable de 1:20. La dificultad para incrementar la dosis de TMP utilizada
por via intraperitoneal, cercana a la dosis letal (20mg/kg), motivod la utilizacién de la via
subcutanea con el objetivo de retardar su metabolizaciéon (dosis letal 300mg/kg). La

dosis utilizada fue 120mg/kg de TMP, con una ratio TMP:SMZ de 1:1.

Los resultados obtenidos fueron:
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TMP 120mg/kg SMZ 120mg/kg
Cmax (mg/L) AUCo-24n Cmax AUCo-24n
(mg.h/L) (mg/L) (mg.h/L)
Suero 16.16 45.26 205.62 2297.72
LC 3.74 45.83 84 1569

Tabla 19. Concentraciones maximas (Cmax) y dreas bajo la curva (AUC) para TMP y
SMZ en el suero y en el liquido de las cajas (LC) para dosis 120mg/Kg de TMP-SMZ
(proporcion 1:1).

Si bien el drea bajo la curva para SMZ fue muy elevada, los niveles obtenidos se

consideraron aceptables para iniciar los estudios in vivo.

Eficacia de cotrimoxazol in vivo

La duracion de la pauta terapéutica se redujo a 4 dias respecto a la previsién de
7 dias, ya que los animales no toleraron bien el antibidtico (ver apartado siguiente). Tras
haber finalizado el tratamiento, se obtuvieron muestras del liquido de las cajas y se
extrajeron los coverslips (CV). Se realizaron recuentos bacterianos del liquido de las cajas
y recuentos de las bacterias adherentes de los CV. La eficacia se evalud a partir de la
diferencia entre los recuentos bacterianos del liquido de las cajas entre el dia 4 y el dia
1 (inicio del tratamiento) y el recuento bacteriano de los CV el dia 4. Asi mismo se analizd

la aparicion de cepas resistentes. Los resultados se exponen a continuacién:

Dia 1 Dia 4
Grupos terapéuticos (n) LC LC Ccv
log UFC/mI(xSD) Alog UFC/mI (¢SD) | log UFC/mI(+SD)
TMP-SMZ (10) 6.74+0.3 +0.33+0.8 6.70+£0.5
CONTROL (10) 6.50+0.1 +0.6810.4 6.50£0.4

Tabla 20. Recuentos bacterianos para SASM 29213 del liquido de las cajas (LC) el dia
1y el dia 4 para los CV (log UFC/ml) y descensos bacterianos en el liquido de las cajas
(Alog UFC/mlI) el dia 4 respecto al dia 1 con las desviaciones estandar (£SD).

El grupo tratado con cotrimoxazol no mostré diferencias significativas respecto al grupo

control (P>0.05) y no se encontraron cepas resistentes.

Efecto adverso de cotrimoxazol en las ratas

Durante el tratamiento con cotrimoxazol los animales mostraron disminucion de

la reactividad y poliuria. Esta intolerancia no pudo atribuirse a una afectacién renal
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secundaria a los elevados niveles de SMZ, ya que las cifras de creatinina no mostraron
diferencias significativas entre las ratas tratadas con cotrimoxazol (0.48mg/L) y las ratas
control (0.42 mg/L) (Estudios realizados por el Servicio de Bioquimica Clinica Veterinaria

de la Universidad Auténoma de Barcelona).

Afectacion de la timidina sobre la actividad de cotrimoxazol

La falta de eficacia observada en el modelo no se acompaiid de la deteccion de
cepas resistentes, por lo que se relaciond con el posible efecto inhibitorio de la timidina.
Ello se confirmé en parte al observar un incremento de 4-8 veces en el valor de la CMI
para TMP-SMZ (inicial de 0.064mg/L) al utilizar las muestras de liquido de las cajas
obtenidas en los estudios de la farmacocinética en los animales para realizar la
determinacién de CMI.

Los resultados obtenidos nos hicieron desistir de proseguir con los estudios de

eficacia del cotrimoxazol en nuestro modelo animal.

Estudios para acido fusidico:

Presentacién oral: Cristina El Haj, Oscar Murillo, Alba Ribera, Corinne Ruppen, Joan
Goémez, Fe Tubau, Carmen Cabellos, Javier Ariza. “Estudio de la actividad in vitro de

Acido Fusidico en solitario y en combinacién frente Staphylococcus aureus resistente
y sensible a meticilina”. (N2 comunicacién 057). Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC XX). —Barcelona 26-28 de mayo 2016.
Antes de proceder al estudio de eficacia del acido fusidico (AF) en el modelo
animal, pusimos en marcha los estudios de actividad microbioldgica in vitro, asi como la

correspondiente evaluacién farmacocinética.

Estudios de actividad microbioldgica in vitro

Se determinaron las CMI para AF en dos cepas, la cepa SARM (BAA-39) y la SASM

(ATCC 29213), ambas de coleccidn, ya utilizadas con anterioridad. Los resultados fueron:

CEPA CMI (mg/L)

AF RIF DAP
SARM BAA-39 0.25 0.03 1
SASM 29213 0.25 0.015 0.5
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Tabla 21. Concentraciones minimas inhibitorias para ambas cepas de acido fusidico
(AF), rifampicina (RIF) y daptomicina (DAP) con inéculos estandar de 10°UFC/mL.

Se determinaron las CMB vy se realizaron curvas de letalidad en fase exponencial con
inéculos estandar y en fase estacionaria para AF en solitario y en combinacién con DAP
y RIF.

Las CMBs fueron:

CMB (mg/L)
SARM SASM
FEX FST FEX FST
AF >32 >32 >32 >32
RIF 0.5 >32 0.12 >32
DAP 4 24 1 32

Tabla 22. CMBs para los antibiéticos acido fusidico (AF), rifampicina (RIF) y
daptomicina (DAP) en fase exponencial con indculos estandar (FEX) y en fase
estacionaria con altos indculos (FST).

En las curvas de letalidad en fase exponencial, en ambas cepas, AF en solitario
no mostré actividad bactericida con concentraciones clinicamente relevantes y
aparecieron cepas resistentes (CMI=3mg/L para SARM y CMI>22mg/L para SASM).
Aparecieron también resistencias a rifampicina al utilizarla en solitario (CMI=32mg/L).
La combinacion de AF con RIF protegid la aparicion de cepas resistentes en ambos

antibidticos, mejorando ligeramente la actividad de RIF (Figura 46).
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Figura 46. Curva de letalidad en fase logaritimica con in6culos de 10° UFC/mL de acido
fusidico (AF), rifampicina (RIF) y su combinacién para SARM (A) y SASM(B).

La combinacion de AF a altas concentraciones con DAP antagonizé su actividad,

pero a bajas concentraciones (1- % xCMI) la aumentd y la combinacién resulto
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bactericida con DAP (SARM: 2 xCMI, SASM: 1 xCMI). No se encontraron cepas

resistentes a AF en esta combinacion (Figura 47).
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Figura 47. Curva de letalidad en fase logaritimica con indculos de 105 UFC/mL de acido
fusidico (AF), daptomicina (DAP) y su combinacion para SARM (A) y SASM(B).

En fase estacionaria, AF en solitario no mostrd actividad bactericida vy
aparecieron cepas resistentes con SASM (CMI=2ml/L). La combinacion de AF con RIF fue
indiferente y protegid frente la aparicidn de cepas resistentes a AF y parcialmente a RIF.
La combinacidn AF con DAP fue sinérgica frente a SARM (Figura 48) e indiferente frente

a SASM y no se acompafié de la aparicion de resistencias.
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Figura 48. Actividad de acido fusidico (AF), daptomicina (DAP) y su combinacién en
fase estacionaria para SARM.

Estudios de farmacocinética/farmacodindmica

Hicimos un primer estudio con la formulacidn de presentacion “dietanolamina
fusidato”, subministrada por LEO PHARMA (Dinamarca), administrando 200mg/kg y
250mg/kg por via subcutanea con resultados satisfactorios (ver tabla 23). No obstante,
la empresa no tuvo continuidad en el suministro del antibidtico y fue totalmente

imposible proseguir los estudios con esta formulacién.

DEF 200mg/kg 250mg/kg
Cmax (mg/L) AUCo.24n Cmax AUCo.24n
(mg.h/L) (mg/L) (mg.h/L)
Suero 8.68 21.65 6.99 39.81
LC 26.3 36.71 39.81 221.12

Tabla 23. Concentraciones maximas (Cmax) y areas bajo la curva (AUC) para
dietanolamina fusidato (DEF) en el suero y liquido de las cajas (LC). Los niveles
alcanzados se consideraron relativamente equivalentes a los humanos.

Evaluamos entonces la administracién de fusidato sddico por via intraperitoneal,

subministrada por Sigma-Aldrich. La dosis de 200mg/kg no permitié alcanzar niveles
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suficientes (ver tabla 24) y las pruebas con 300 y 400mg/kg no fueron toleradas por los

animales.

FUSIDATO 200mg/kg
soDICcO
Cmax (mg/L) AUCo.24n
(mg.h/L)
Suero 84.69 151.03
LC 2.45 34.43

Tabla 24. Concentraciones maximas (Cmax) y areas bajo la curva (AUC) en el suero y
liquido de las cajas (LC) para fusidato sédico por via intraperitoneal.

Ante las dificultades encontradas, se planteé la posibilidad de utilizar el
antibidtico en su formulacién para el uso intravenoso en humanos, que fue suministrado
por la Farmacia Carreras. Se evalud la via subcutdnea a la dosis de 300mg/kg [165]. Las
concentraciones madximas alcanzadas en el suero y el liquido de las cajas
respectivamente fueron: 10.78mg/L y 1.34 mg/L, y las areas bajo la curva de: 38.13
mg.h/Ly 15.89 mg.h/L, respectivamente. También se estudiaron las concentraciones en
el liquido de las cajas al 42 dia de tratamiento para evaluar un posible efecto
acumulativo, obteniendo una concentracion maxima del antibidtico ese dia de 2.98mg/L
y una concentracion minima de 1.42mg/L. Globalmente los niveles obtenidos fueron
muy bajos. La posibilidad de incrementar la dosis por via subcutanea para lograr niveles
mas adecuados se descartd, al considerar inasumible la inyeccién a los animales de la

gran cantidad de volumen requerido para ello.

Asi se hizo un intento de administrar la formulacién humana por via

intraperitoneal, pero los animales no toleraron ni la dosis de 250mg/L ni la de 200mg/L.

Reacciones adversas de los animales a la administracion del antibidtico

Durante la administracion del antibidtico en sus diversas formulaciones se

observod inflamacidn en la zona de puncion.
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Con toda la experiencia acumulada se decidié desistir de los estudios con acido fusidico
en el modelo animal ante la imposibilidad de garantizar una via de administracion
antibidtica razonablemente tolerada y cuya dosificacion emulara en un cierto gado la

farmacocinética humana.
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Articulo 4. El Haj C, Ribera A, Lloberas N, Tubau F, Ariza J, Murillo O. “Drawbacks of

the use of cotrimoxazole in foreign-body infections”. Enviado para publicacion.
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Abstract

Cotrimoxazole efficacy may be affected by high amounts of thymidine observed in infections
with pus and damage tissue. Using a staphylococcal foreign-body infection (FBI) rat model,
which provides great quantities of thymidine, we corroborated the ineffectiveness of

cotrimoxazole. Caution should be taken using this drug in acute phases of FBls.

Keywords: Cotrimoxazole, foreign-body infection, S.aureus, thymidine.
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INTRODUCTION

High failure rates have been demonstrated in the treatment of serious Staphylococcus aureus
infections with sulfonamides. Its combination with trimethoprim is synergic, and unlike treatment
with sulfonamides alone, is bactericidal. For this reason, trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-
SMZ, cotrimoxazole) has been suggested as an alternative for the treatment of S. aureus
infections. With regard to its anti-staphylococcal efficacy, previous studies have reported
contradictory results, with variable failure rates in certain serious infections[1]. Thus,
comparisons of the efficacy of TMP-SMZ, vancomycin and beta-lactams for the treatment of
staphylococcal bacteremia and endocarditis found TMP-SMZ to be the least effective[2]. In the
setting of osteoarticular infections, some studies have reported good results using TMP-SMZ
alone or in combination with rifampicin, whereas other studies have noticed failure rates above
40% and emergence of resistant strains even when using TMP-SMZ at high doses for the

treatment of prosthetic joint infections (PJI)[3,4].

A recent review of the use of TMP-SMZ against staphylococcal infections emphasized the
importance of the presence of thymidine as a cause of the high failure rates observed in those
infections in which large amounts of pus, damaged tissue and bacterial burden are prevalent[1].
In the present study, we aimed to test the in vivo efficacy of TMP-SMZ against foreign-body
infection by methicillin-susceptible S.aureus (MSSA), and to evaluate the extent to which it is
affected by the presence of high amounts of thymidine. For the aims of the present study, we

used a rat model of infection, since these animals provide high quantities of thymidine.



48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

MATERIAL AND METHODS

Microorganism and antibiotics

A MSSA strain (ATCC29213) was used for all in vitro and in vivo studies. Trimethoprim and
sulfamethoxazole, were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid) and Laboratorios Almofarma

(Barcelona), respectively.

In vivo studies

The experimental protocol complied with European (Directive 2010/63/EU) and Spanish (RD
53/2013) legislation on animal experimentation, and the University of Barcelona’s Ethics
Committee for Animal Experiments approved the animal model which had previously been
standardized by our group[5]. Briefly, the methodology consisted of subcutaneous implantation
in rats of two Teflon tissue-cages with two polymethylmethacrylate coverslips (CV). After three
weeks, the tissue cage fluid (TCF) was infected with MSSA. Three days later, TCF was
obtained in order to quantify bacterial counts; therapy was then started and administered
subcutaneously for seven days. After the end of treatment, TCF was recovered in order to count
bacteria and animals were sacrificed. CVs were removed and processed as previously
described[5]. The criterion of efficacy was defined as a decrease in TCF bacterial counts
between the beginning and end of the treatment, and as the adherent bacteria counts on the

CV. The appearance of resistant strains at the end of therapy was screened.

Pharmacokinetic studies

We performed pharmacokinetic studies to select the equivalent human dose of 160mg
TMP/800mg SMZ every 8 hours, which provide the ideal synergistic in vivo TMP:SMZ ratio of
1:20 found in human serum. Bearing in mind the features of the tissue-cage infection model, we

looked for the appropriate dosage of TMP-SMZ that could guarantee this 1:20 ratio in TCF.

Briefly, several dosages of TMP-SMZ were administered to animals. Then, blood and TCF
samples were collected at several time-points. Samples were centrifuged and the serum was
transferred into aliquots and stored at -20 °C up to the time of analysis. For the precipitation of

serum or TCF protein, trichloroacetic acid solution (50%,20 uL) was added to 200 pL of serum
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or TCF samples (calibration and rats) and centrifuged at 18000 g for 10 min. The supernatants

were collected and 5 pL was injected to measure the drug concentration.

The concentrations of TMP and SMZ were analyzed using an Ultra Performance Liquid
Chromatography technique (UHPLC)[6]. Chromatography was performed using a Waters
Acquity® TM UHPLC system (Waters, Milford, MA, USA) with an ultraviolet detector. The
separation was carried out on an Acquity C18 BEH™ (2.1x100mm id,1.7um, Waters, Milford,
MA,USA). Elution was performed with a mobile phase solution that was di-potassium hydrogen
phosphate water solution (pH 7.2; 10mM) containing acetonitril (20:80). The retention times of
TMP and SMZ were 1.4 and 2.7 min respectively. TMP was detected at 270 nm, and SMZ at

254 nm.

In vitro studies: assessment in the presence of thymidine

Following the standard procedures, we determined the MIC value of TMP-SMZ (ratio 1:20)

using Mueller Hinton Broth (MHB) and microdilution method.

To assess the effect of thymidine on TMP-SMZ activity, we used TCF samples recovered from
pharmacokinetic studies (see above), which contained known concentrations of TMP-SMZ and
inherent thymidine from rat. Following the microdilution methodology, we determined the MIC

value using a mixture of MHB and this TCF sample (ratio 1:1).
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RESULTS AND DISCUSSION

The treatment with TMP-SMZ had to be suspended on the fourth day, due to animals presented
intolerance to the antibiotic. This therapy did not show significant differences with respect to the
control group in terms of efficacy (Table 1). No resistant strains to TMP-SMZ were detected.
During the treatment with TMP-SMZ the animals showed less reactivity and polyuria. Our
hypothesis that this was due to renal impairment associated with high levels of SMZ was not
confirmed, since serum creatinine levels in treated and control rats did not differ (0.48mg/L and

0.42mg/L, respectively).

On the basis of pharmacokinetic studies, we finally selected a dose of 120mg/Kg/day of TMP-
SMZ (proportion 1:1) that provide the ideal ratio TMP-SMZ of 1:20 in TCF. Concentrations of
TMP and SMZ in TCF were similar to those achieved in human: Cmax(mg/L) and AUCo-

2an(mg-h/L): 3.74 and 45.83; 84 and 1569 respectively.

The ineffectiveness of TMP-SMZ in our animal model was due in part to its inactivation by
thymidine. We observed that the in vitro MIC of TMP-SMZ in the absence of thymidine was
0.064mg/L, but in the presence of TCF (with a high amount of thymidine) the MICs were 4-8 fold
higher. The inability to increase the TMP-SMZ dosage or to use longer treatments due to the
rats’ intolerance meant that we were unable to carry out further studies with these animals
which might have increased the final efficacy. However, based on previous experiences using
the tissue-cage model infection, which have usually evaluated the antimicrobial efficacy of
therapies over 3 to 7 days, we would not expect a significant improvement in TMP-SMZ efficacy

[5].

Our findings were in agreement with previous reports conducted in murine models. The
presence of a considerable amount of thymidine in murine serum and urine (160 and 410-728
ng/ml, respectively) may interfere with the in vivo activity of TMP-SMZ. We wondered how
relevant these observations might be for humans, in whom thymidine levels are low or absent in
serum but may be higher in particular situations or tissues[7]. Proctor et al. stressed the high
TMP-SMZ failure rates observed in those MRSA infections in which large amounts of pus,
damage tissue and bacterial burden are prevalent, presumably due to the presence of

thymidine[1]. Also, in a recent study by Zander et al., a median of 530 ug/L of thymidine was
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detected in sputa of ten cystic fibrosis patients. These authors demonstrated that the activity of
cotrimoxazole, as well as its synergy with rifampicin, was inhibited with 2 mg/L of
thymidine[8]. Also, Stokes et al. reported that the required concentration of thymidine to inhibit

the in vitro activity of cotrimoxazole was as low as 0.05mg/L[9].

In this regard, the efficacy of cotrimoxazole seems to depend on the balance between the drug
and thymidine levels found at the site of the infection. Additionally, its particular pharmacokinetic
could be detrimental to TMP-SMZ efficacy in specific settings because the synergistic activity is
based on attaining a ratio of 1:20, respectively. While this proportion is usually found in serum
and interstitial human fluids, the final scenario may be different in osteoarticular and biofilm-

related infections, where this ratio may not be warranted in bone or the intracellular milieu[10].

In the setting of staphylococcal device-related osteoarticular infections, the pharmacokinetic
interactions between cotrimoxazole and rifampicin are of particular concern and they may affect
cotrimoxazole’s final efficacy. Rifampicin is usually required due to its main role in these
infections but it leads to decrease the levels of TMP-SMZ[6], and the clinical consequences of

these interactions in the management of PJI have not been well evaluated.

In conclusion, TMP-SMZ treatment was not effective against foreign-body infection by MSSA.
Our findings are in agreement with previous reports of clinical failure with TMP-SMZ in device-
related infections, and they illustrate to some extent the impact of the presence of thymidine on
the efficacy of cotrimoxazole. Caution should be taken when TMP-SMZ is used in suppurating
infections, due to its apparent inhibition by thymidine. In the specific case of staphylococcal PJI
managed with implant retention, the rifampicin-cotrimoxazole combination should be avoided
during the acute phase of the infection and should be reserved as an alternative treatment at a

later point when the infection is more controlled.
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154  TABLE 1. Bacterial counts from tissue-cage fluid (TCF) at day 1, and results of the efficacy of
155  therapeutics groups against bacteria from TCF (decreases of bacterial counts at day 4) and

156  from cover-slips (CV; bacterial counts at day 4).

Day 1 Day 4
Therapeutic groups (n) TCF TCF CV 4157
log CFU/mI(+SD) | Alog CFU/mI (+SD) | log CFU/mI(+SD)
TMP-SMZ (10) 6.74+0.3 0.33+0.8 6.70+0.5
CONTROL (10) 6.50+0.1 0.68+0.4 6.50+0.458

159  There were not significant differences between control and TMP-SMZ group.
160 Abbreviations: n, number of tissue cages; CFU, colony forming unit; Alog CFU/ml, decrease in

161 log CFU/mI with respect to day 1.
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RESULTADOS

Objetivo 4b. Eficacia de cotrimoxazol y su combinacién con rifampicina en el
modelo de biofilm in vitro CDC Biofilm Reactor

Las dificultades encontradas en los experimentos con cotrimoxazol y con acido
fusidico en el modelo de infeccién de cuerpo extrafio en rata, debido a la particular
metabolizacion de los antibidticos en los roedores y su intolerancia a dosis superiores
de dichos antibioticos, nos hicieron desistir en estos estudios in vivo.

Dado el interés de poder dar algln tipo de respuesta a la problematica clinica de
la utilidad de cotrimoxazol en la infeccidn de prétesis articular humana, nos planteamos
una modificacion metodolégica alternativa: la utilizacién de un modelo in vitro de
biofilm (CDC Biofilm Reactor). Comparamos las combinaciones de rifampicina con
levofloxacino, cotrimoxazol y linezolid en la cepa SASM 29213 y la de rifampicina con

linezolid y cotrimoxazol en la cepa SARM HUB1.

Se determinaron las CMls y las CMEB para las cepas de estudio. Fueron las siguientes:

SASM 29213 SARM HUB1

CMI CMEB cmi CMEB
TMP-SMZ 0.064 64 0.064 64
LZD 4 >256 4 >256
RIF 0.015 16 0.012 64
LVX 0.5 64 - -

Tabla 25. CMIs y CMEBs de las cepas SASM y SARM para TMP-SMZ, cotrimoxazol; LZD,
linezolid; RIF, rifampicina y LVX, levofloxacino en mg/L.

Los estudios farmacocinéticos mostraron los siguientes valores para cada antibiético:

Antibidtico fCmax (mg/L) | t% (horas) fAUCo-24n
(mg-h/L)
Rifampicina 5.73 5 45.92
Linezolid 9.62 5 134.8°
Levofloxacino 9.83 7 98.69
TMP 0.71 10 22.2°
SMz 13 10 217.5°

Tabla 26. Parametros farmacocinéticos para los antibidticos utilizados en el CDC
Biofilm Reactor. Las concentraciones corresponden a la porcion de antibidtico no
unida a proteina (free, f). Abreviaciones: Cmax, concentraciéon mdaxima; t %, vida
media; AUCo.24n, area bajo la curva de 0 a 24 horas. °El area bajo la curva esta
determinada con dos dosificaciones al dia; ® con tres.
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En los experimentos in vitro utilizando el modelo CDC Biofilm Reactor se
realizaron como minimo dos réplicas por experimento/pauta terapéutica, obteniendo
dos o0 mas réplicas del medio y de 9 a 12 réplicas de los cupones por punto horario.

Los recuentos bacterianos obtenidos de la cepa SASM 29213 en el reactor en el
medio y los cupones para cada pauta terapéutica se encuentran en la Figura 49. Todos
los tratamientos fueron mejores que el control (P<0.05). La combinacién de referencia
de rifampicina con levofloxacino fue el tratamiento mds eficaz respecto a las otras
combinaciones con rifampicina (P<0.001) y protegid frente a la aparicién de cepas
resistentes tanto en el medio como en el biofilm de los cupones. Las combinaciones de
rifampicina con linezolid y rifampicina con cotrimoxazol mostraron una eficacia similar,
pero con una importante diferencia: en las muestras obtenidas bajo tratamiento con

rifampicina-cotrimoxazol se desarrollaron sistematicamente cepas resistentes a
rifampicina (CMI a rifampicina >32mg/L). A las 8 horas de tratamiento, se encontraron
cepas resistentes a rifampicina en el 67% de muestras recogidas del medio y en el 55%
de los cupones. Tras 24 horas de tratamiento y hasta su finalizacién, se encontraron

cepas resistentes en todas las muestras recogidas.
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Figura 49. Recuentos bacterianos (log UFC/mL) para SASM 29213 en el medio (A) y en
los cupones (B) para las diferentes pautas terapéuticas y el control. Abreviaciones:
LVX, levofloxacino; RIF, rifampicina; TMP-SMZ, cotrimoxazol, LZD, linezolid.
*Diferencias significativas respecto al control (P<0.05)

**Diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

En el caso de SARM observamos que el tratamiento de linezolid en combinacién
con rifampicina fue el mejor tratamiento respecto al control y a la pauta terapéutica
cotrimoxazol-rifampicina (P<0.05), con descensos tanto en el medio como en los
cupones de alrededor de 3 log UFC/mL y proteccidn frente a la aparicidn de resistencias
a rifampicina (Figura 50). Sin embargo, la combinacidn de cotrimoxazol con rifampicina
tuvo poca actividad, mostrando descensos de alrededor de 1 log UFC/mL en el medio y
en el biofilm de los cupones; de nuevo esta combinacion no evité la aparicidon de cepas
resistentes a rifampicina, que se observé sistematicamente tanto en las muestras

recogidas del medio (100% de las muestras) como de los cupones (83% de las muestras)
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a las 8 horas de tratamiento, con CMI>32 mg/L. Tras 24 horas de tratamiento, se

detectaron cepas resistentes a rifampicina en todas las muestras recogidas.
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Figura 50. Recuentos bacterianos (log UFC/mL) para SARM HUB1 en el medio (A) y en
los cupones (B) para las diferentes pautas terapéuticas y el control. Abreviaciones: RIF,
rifampicina; TMP-SMZ, cotrimoxazol, LZD, linezolid.

*Diferencias significativas respecto al control (P<0.05).
**Diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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VI. DISCUSION
1. Estandarizacion de modelos de infeccion experimental de cuerpo extrafio

la. Modelo de infeccidn de evolucidn aguda de exigencia variable por SASM en la
rata.
Los modelos de infeccién experimental in vivo han contribuido de forma

significativa a la comprension de la patogenia y al progreso en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas. Dependiendo del objetivo y el microorganismo de estudio,
se han utilizado diversos modelos de infeccibn de cuerpo extrafio
[126,127,135,170,171]. En concreto, el modelo experimental de cuerpo extrafio en caja
(tissue-cage), descrito en 1982, reproduce en gran medida la problematica de las
infecciones de protesis articular y ha sido ampliamente aceptado. El modelo inicial
descrito por Zimmerli et al. en el que se utilizaban cobayas sirvid para el estudio de la
patogénesis de la infeccién de cuerpo extrafio y los mecanismos de defensa del huésped,
asi como de la profilaxis antimicrobiana y estudios terapéuticos. Sin embargo, este
modelo no permite el estudio de tratamientos prolongados ni el uso de antibidticos
beta-lactamicos, no tolerados en estos los animales [172]. El modelo de Lucet et al. de
cuerpo extrafio en rata permite el estudio de una infeccién de exigencia variable y la

evaluacién de la eficacia antibidtica de forma prolongada [139].

Nuestro grupo tiene una amplia experiencia clinica en el estudio de Ia
antibioterapia de las infecciones de protesis articulares utilizando como referencia los
resultados obtenidos en el modelo de infeccidén de cuerpo extrafio con cajas de tefldn
en rata. Este modelo, basado en el de Lucet et al. [139], fue estandarizado por nuestro
grupo hace una década [141] para el estudio de una infeccidon de 3 semanas de evolucion
por SASM, que reproducia una infeccién de prétesis articular cronificada [140,142,173].
En una segunda etapa se abordd la infeccién por SARM, utilizando un periodo de
infeccién de 72 horas, un modelo de biofilm menos evolucionado, mas préximo a la
infeccién aguda de protesis articular, que favorecia la comparacion de la eficacia entre

las diferentes pautas antimicrobianas [92,97,99].
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En el presente proyecto de tesis, retomamos nuevamente el estudio de la
infeccién por SASM, para evaluar también en esta infeccién el papel de daptomicina y
ponerlo en perspectiva respecto a los tratamientos considerados de referencia con
rifampicina y levofloxacino. Para ello estandarizamos un modelo de corta evolucidn de
la infeccién por SASM, con un biofilm mds sensible a los antibidticos, similar al
desarrollado previamente para SARM. No obstante, estudiamos en mas profundidad, la
importancia de los primeros dias en el grado de desarrollo del biofilm. Mientras un
periodo de infeccidn de 3 dias podria ser adecuado para discernir la diferente eficacia
antimicrobiana en muchas pautas antibidticas, podria no proporcionar suficiente
especificidad para objetivar diferencias entre pautas con gran actividad. De esta manera
prolongamos el periodo de infeccion a 5, 7 y 10 dias y analizamos la respuesta
antimicrobiana. Comprobamos que el modelo de infeccidn de 5 dias se acercaba al de 3
dias y por el contrario el de 7 dias aumentaba la resistencia del biofilm y proporcionaba
una exigencia intermedia, similar al de 10 dias. Con estos resultados y las ventajas
logisticas de simplicidad de los modelos mas cortos, establecimos 2 puntos preferentes
en el contexto de la infeccién aguda: un modelo de infeccién de 3 dias con un biofilm
mas sensible a los antibidticos para el estudio comparativo de la mayoria de pautas
antibidticas con un grado variable de actividad y un modelo de infecciéon de 7 dias con
un biofilm de exigencia intermedia, especialmente adecuado para la comparacién de
pautas con una gran eficacia antimicrobiana. El modelo de 3 dias fue utilizado por su
simplicidad para los estudios de eficacia anti-biofilm de claritromicinay el de 7 dias para
comparar las pautas con la mayor eficacia :cloxacilina, daptomicina o levofloxacino con

rifampicina.

Estos estudios de estandarizacion del modelo se acompafaron de los
correspondientes experimentos de susceptibilidad antimicrobiana mediante curvas de
letalidad. Pudimos confirmar nuevamente la correlacién existente entre los resultados
de eficacia antimicrobiana obtenidos en el modelo in vivo y los resultados de las curvas
de letalidad in vitro en condiciones bacterianas en fase estacionaria. Esta correlacion ya
habia sido descrita anteriormente en los trabajos de Zimmerli et al.[56,144] en los que
se objetivd la escasa relacion existente entre la eficacia mostrada por los antibidticos en

el modelo in vivo y las curvas de letalidad con bacterias en fase replicativa. También
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realizamos curvas de letalidad con inéculos elevados en algunos casos para conocer
mejor la eficacia y la dificultad que representaba una alta concentracién bacteriana
(efecto indculo) en la actividad de los antibidticos. En nuestro modelo la correlacién

descrita fue observada en las diferentes pautas antibiéticas y sus combinaciones.

En conjunto, este modelo de infeccion aguda por SASM en la rata se muestra util
para el estudio de la eficacia antimicrobiana en la infeccién de cuerpo extrafio y sin una
gran complejidad. Entre sus limitaciones debe considerarse la amplitud de la desviacion
estandar a menudo observada en los experimentos terapéuticos, hecho ya constatado

en nuestros estudios previos [99,141].

1b. Modelo dindmico de biofilm in vitro por SASM y SARM en un sistema CDC
Biofilm Reactor

El modelo de CDC Biofilm Reactor fue descrito hace mas de una década y se ha
mostrado Util para el estudio de la eficacia de diversos antimicrobianos frente a biofilms
in vitro [114,122,123]. Su aportacién fundamental respecto a otros modelos in vitro es
la introduccién de una fase dindmica en la que los antibidticos se incorporan simulando
la farmacocinética humana. El modelo fue descrito especificamente en referencia a los
bacilos gram negativos y en especial a Pseudomonas aeruginosa [114], pero ha sido
también aplicado a la infeccidén por S.aureus por el grupo de Rybak et al. con buenos
resultados [118,122,174]. Aunque el modelo esta bien estandarizado, la utilizaciéon de
las diferentes variables que entran en juego muestra cierta diversidad segun los autores.
En nuestros estudios quisimos evaluar la incidencia de cada una de ellas en el estadio de
madurez final del biofilm y por tanto en su capacidad para poner en evidencia las

diferencias de eficacia entre unas pautas antimicrobianas y otras.

La primera variable planteada fue la duracidon de la fase inicial estética, ya que si
bien en algunos de los estudios de Goeres et al [114], se prolongd hasta 72 horas, la
mayoria de autores la establecieron en 24 horas [118,121,123,175]. En esta fase el
medio utilizado debe proporcionar los nutrientes necesarios para que la bacteria pueda
replicarse y adherirse a los cupones para formar el biofilm. Asi se utilizd, TSB al 100%

suplementado con glucosa, factor que incrementa la expresién del polisacarido de
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adhesion intracelular de S.aureus [149]. Nosotros obtuvimos mejores resultados
utilizando la fase de 24 horas, con unos recuentos similares con la cepa SASM vy la cepa
SARM, de alrededor de 108 UFC/mL en los cupones y 10° UFC/mL en el medio. También
valoramos la importancia del indculo inicial en el resultado de la formacién del biofilm
en esta fase. Los indculos de 10° UFC/mL, a menudo fueron insuficientes y con ellos las
bacterias no fueron capaces de replicarse de forma exponencial, probablemente debido
al gran volumen de medio utilizado. Asi se selecciond un indculo de 107 UFC/mL como

el mds idéneo para producir sistematicamente el biofilm.

En la fase posterior, una fase dindmica de 24 horas, se establece un recambio
continuado del medio con el objetivo de favorecer por un lado la maduracion del biofilm,
pero simultdneamente aclarar en lo posible las bacterias presentes en el medio. La
velocidad de recambio aconsejada se establece para lograr que el tiempo de residencia
bacteriano en el reactor sea inferior al tiempo de replicacidon bacteriana. En nuestro
caso, el tiempo de residencia se fijé en 30 minutos, menor que el tiempo de generacion
de nuestras cepas (50 minutos para SASM y 83 minutos para SARM), con lo que la
velocidad establecida fue de 11.67mlL/min, de acuerdo a lo reportado por otros
[114,121], pero inferior a la referida por Rybak et al [118,122,174]. La mayoria de
autores utilizan en esta fase un medio restrictivo para favorecer el protagonismo del
biofilm de los cupones respecto a las bacterias del medio. No obstante, el grado de
restriccion referido en la literatura ha oscilado entre 0.3 y el 10% [114,121,175], y en
los trabajos de Rybak incluso se prescindié de esta medida y siguié utilizandose un
medio enriquecido [118,122,174]. Nosotros comprobamos un biofilm mas estable y
maduro empleando un medio restrictivo al 20% que al 10%: con el primero, la CMB de
SASM en los cupones para cloxacilina fue de 32mg/L, mientras que con el segundo esta
CMB era solo de 4mg/L. Asi, al final de la fase global de acondicionamiento (fase estatica
+ fase dinamica), en estas condiciones de fase estatica inicial de 24 horas con medio
enriquecido y utilizando un inéculo de 10’UFC/mL seguido de una fase dindmica de 24
horas con medio restrictivo al 20%, con velocidad de recambio de 11.67mL/min
conseguimos un biofilm constatable en el microscopio electrénico, con recuentos
cercanos a 10%7 UFC/mL en los cupones y recuentos en el medio de alrededor de 10%°

UFC/mL. Estos recuentos fueron ligeramente inferiores a los obtenidos en el trabajo de
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Rybak et al., realizado sin restriccion del medio en la fase dinamica [118], pero nos
permitieron iniciar los estudios terapéuticos con éxito y discernir la diferente eficacia de

las diversas pautas antimicrobianas.

Utilizamos una prueba de eficacia antimicrobiana para confirmar la idoneidad
del modelo en su capacidad de diferenciacién de la eficacia antimicrobiana entre
diversas pautas antibidticas. Nos valimos de cloxacilina, un antibiético de referencia en
su actividad frente a bacterias planctoénicas, y de levofloxacino, con conocida actividad
frente a bacterias en fase estacionaria. Los resultados de los recuentos obtenidos tras
estos tratamientos confirmaron la hipdtesis propuesta: cloxacilina no tenia actividad

bactericida frente a biofilm y si la tenia levofloxacino.

Globalmente, el modelo mostraba una buena reproducibilidad y capacidad de
diferenciacidon de eficacia antimicrobiana, con una complejidad moderada. Su utilizacion
se vio dificultada, ocasionalmente, por la aparicidon de microorganismos contaminantes,
en relacion a la manipulacion requerida de grandes cantidades de medio de cultivo. Una
vez estandarizado el modelo, empezamos la evaluacidn de la eficacia de los diferentes

grupos terapéuticos a estudio.

2. Eficacia de daptomicina y sus combinaciones en el modelo animal por SASM

2a. Eficacia de daptomicina-cloxacilina

El tratamiento de eleccidn en las infecciones de protesis articulares causadas por
SASM es cloxacilina en combinacion con rifampicina durante las primeras semanas [29].
La actividad de cloxacilina frente a bacterias en fase plancténica estd bien establecida,
si bien exhibe una eficacia subdptima frente a indculos elevados [176]. La adicidn precoz
de rifampicina en este tipo de infecciones es requerida para proporcionar una buena
actividad frente al biofilm bacteriano. No obstante, esta adicién precoz puede
comportar un efecto clinico negativo en situaciones de sepsis, reflejo del antagonismo
observado de la combinacion in vitro [73,74,177]. Ademads, en estas fases iniciales el

elevado inéculo existente puede facilitar el desarrollo de resistencias a rifampicina.
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Daptomicina tiene actividad bactericida frente a bacterias en fase planctdnica y
estacionaria [82,83]. Su utilizacién en monoterapia en las infecciones por SARM mostré
una tasa elevada de fracasos terapéuticos y la aparicidn frecuente de cepas resistentes;
este fendmeno se observo incluso sin la exposicidén previa al antibidtico [178]. Por ello
se asumio que su empleo en las infecciones graves por SARM debia realizarse a dosis
elevadas (8-10mg/kg/dia) y preferiblemente en combinacién, con lo cual los resultados
eran prometedores [179]. Una de las combinaciones que se ha mostrado mas
beneficiosa en estas infecciones por SARM es su asociacion con betalactamicos, a pesar
de la inactividad de estos antibidticos frente a este microorganismo cuando se
administran en monoterapia. La combinacién daptomicina-cloxacilina ha presentado
buenos resultados en términos de eficacia en el contexto de bacteriemia y endocarditis
[180,181], y también en términos de prevencién de aparicidon de resistencias [96]. Su

eficacia en un modelo de infeccién de cuerpo extrafio por SARM fue moderada [97].

La experiencia sobre su actividad anti-SASM se limita a la endocarditis
experimental, donde se mostré muy eficaz, inclusive mas que nafcilina [182,183]. No
obstante, también en los modelos experimentales de endocarditis por SASM se observé
la aparicién de cepas resistentes [183,184]. Por lo que sabemos, no existen referencias
a la eficacia de daptomicina sola y en combinacién con cloxacilina frente a la infeccién
de cuerpo extrafio causada por SASM. Se ha visto que la actividad de cloxacilina en

monoterapia frente a infeccidn de cuerpo extraifio por SASM es moderada [61,141].

Con todos los datos mencionados, nuestra hipdtesis fue que la combinacién de
cloxacilina con daptomicina podria proporcionar una gran eficacia en estas infecciones.
Nuestros resultados muestran un efecto sinérgico y bactericida con inéculos estandar y
con indculos elevados in vitro. En el modelo experimental se confirmd la problematica
de la aparicidn de resistencias a daptomicina cuando se utilizé en monoterapia a dosis
elevadas y la escasa eficacia de cloxacilina. Sin embargo, la eficacia de la combinacion
fue tan notable como la de cloxacilina-rifampicina, considerada de referencia, y tuvo un
perfil seguro de proteccién frente a la aparicidn de cepas resistentes. Observamos que
la combinacién cloxacilina-daptomicina aumentaba la actividad subdptima de

cloxacilina, en el contexto de indculos elevados y al mismo tiempo ofrecia una buena
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actividad precoz anti-biofilm. Estos resultados sugieren que la combinacién de
cloxacilina con daptomicina podria utilizarse como alternativa terapéutica al
tratamiento estandar cloxacilina-rifampicina en la fase precoz de las infecciones de
prétesis causadas por SASM, cuando el indculo es particularmente elevado vy la

administracion de rifampicina desaconsejada.

Los resultados de nuestro estudio podrian ser cuestionados al estar basados en
la experiencia con una Unica cepa de SASM. Sin embargo, la concordancia de estos
hallazgos con los observados en nuestros anteriores estudios en la infeccidon por SARM

fortalece su fiabilidad.

2b. Eficacia de otras combinaciones de daptomicina

Levofloxacino a altas dosis de 750mg/dia en combinacién con rifampicina es
actualmente la terapia considerada de referencia en el tratamiento de infeccién de
protesis aguda por SASM y manejada con DAIR o con recambio en un tiempo [29,30].
Los beneficios de una administracidn precoz de rifampicina estan bien documentados,
y las fluoroquinolonas tienen una alta eficacia sinérgica y protegen frente a la aparicion
de cepas resistentes [59,62,66]. Sin embargo, a pesar del manejo terapéutico éptimo,
ocurren fallos clinicos y microbioldgicos, especialmente cuando se intenta retener el
implante [30,66]. Ademas, cuando estos antibidticos no pueden utilizarse debido a

intolerancia o alergia, no existen alternativas adecuadamente evaluadas [185].

Como se ha comentado en el apartado anterior, el posible empleo de
daptomicina a altas dosis en combinacion en las infecciones de dificil tratamiento se ha
considerado dada su actividad frente a bacterias del biofilm. Sin embargo, su eficacia se
ha estudiado principalmente frente a SARM. Este es el caso de la combinacidn
daptomicina-rifampicina, la cual ha sido propuesta como uno de los tratamientos anti-
SARM mas eficaces para las infecciones de protesis articulares en base a los resultados
en modelos experimentales [63,98,99]. La experiencia clinica ha confirmado
parcialmente estos resultados [101] . La hipotesis de que la eficacia mostrada por esta

combinacion en la infeccion por SARM puede trasladarse a la infeccién por SASM tiene
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todo el sentido, pero no ha sido contrastada previamente ni en estudios experimentales
ni en la practica clinica. Los resultados del presente estudio muestran que la
combinacién de daptomicina (a dosis elevadas) con rifampicina fue mas eficaz que el
tratamiento con levofloxacino-rifampicina, considerado de referencia en la infeccidn de
cuerpo extrafio por SASM. Estos resultados, que podrian considerarse en cierto modo
llamativos, se alinean con los resultados observados por John et al. en un modelo
experimental por SARM, en el que la eficacia de daptomicina, utilizada a dosis bajas,
equivalentes a 6mg/kg, en combinacion con rifampicina fue similar a la de levofloxacino-
rifampicina [98]. Las dosis mas elevadas utilizadas en nuestro estudio podrian explicar
la mayor eficacia observada en el mismo. La confirmacidon de estos resultados en
posteriores estudios podria hacer reconsiderar el tratamiento de eleccién de la infeccién

de protesis articular en las primeras semanas de enfermedad.

También fue relevante la eficacia mostrada por la combinacién de daptomicina-
levofloxacino que resultd similar a la de la combinacidn levofloxacino-rifampicina de
referencia. No hemos podido contrastar la eficacia de esta pauta con ninguna
experiencia previa reportada en la literatura. Si este hallazgo se confirmara en
posteriores estudios, esta pauta de daptomicina-levofloxacino podria plantearse como

una alternativa terapéutica de eleccién cuando no puede administrarse rifampicina.

La fortaleza de estos resultados se ve cuestionada al estar basados en una Unica
experiencia con una cepa de SASM, si bien la parte coincidente con los hallazgos ya
observados previamente en nuestros estudios con la infeccion de SARM refuerzan su

valor.

3. Eficacia anti-biofilm de claritromicina en el modelo animal por SASM y SARM

En demanda a las dificultades en el tratamiento de infecciones de prétesis por
S.aureus que se han comentado anteriormente, se estdn investigando otras
modalidades de terapia contra los biofilms bacterianos. Entre estas opciones, se han
evaluado los efectos inmunomoduladores de los macrélidos (azitromicina,

claritromicina), para los que se ha postulado un efecto anti-biofilm mas alld de su
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actividad antibacteriana, principalmente contra bacilos gram-negativos [186,187] y en
concreto su actividad beneficiosa frente a la formacién de biofilm por P.aeruginosa. Sin
embargo, poco se sabe respecto a esta actividad frente a los biofilms estafilocécicos y la
informacidn existente es en cierto modo contradictoria. Se ha descrito su capacidad para
inhibir la sintesis de polisacaridos [188] y su interaccién con el glicocdlix de S.aureus
[189]. No obstante, los resultados disponibles son poco homogéneos, basados en una

gran diversidad de materiales y procedimientos.

Las primeras aportaciones en este dmbito sugirieron que la actividad de
claritromicina frente al biofilm era dosis-dependiente y se basaba en el grado de
interaccion con las hexosas en el glicocalix estafilocécico [190]. Sano et al. mostraron
resultados similares, observando una reduccién en los recuentos bacterianos de un
biofilm de SARM cuando utilizaban altas concentraciones de claritromicina (184mg/L)
[189]. Hasta cierto punto, estos resultados iniciales fueron confirmados por otros
estudios realizados por el grupo de Fujimura [191-193]. Estos autores estudiaron la
eficacia de claritromicina en combinacién con otros antibidticos frente a biofilm de
S.aureus tanto in vitro como in vivo producidos en dispositivos de titanio, pero
reportaron un efecto notable con concentraciones tan bajas como 1mg/L. Si bien todos
estos trabajos coinciden en destacar un cierto efecto anti-biofilm de claritromicina,
plantean una gran discrepancia sobre las concentraciones de claritromicina necesarias
para producirlo y por tanto la duda de hasta que punto este efecto pueda ser
significativo a concentraciones alcanzables clinicamente. Por otra parte, el grupo de
Rybak et al. observé resultados contradictorios en dos estudios sucesivos, utilizando el
mismo modelo de reactor in vitro, que empleamos en el presente proyecto de tesis
doctoral, para un biofilm estafilocdcico. En el primero mostraron que claritromicina
mejoraba el efecto anti-bacteriano in vitro de daptomicina frente a una cepa de SASM
[118]. Posteriormente, al evaluar la eficacia de esta combinacién frente a dos cepas de
SARM vy una cepa de Staphylococcus coagulasa negativa, con diferentes tipos de
materiales, no observaron ninguna mejora de la actividad de daptomicina tras la adicién

de claritromicina [122].
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En nuestros estudios utilizamos 4 cepas de S.aureus (dos SARM y dos SASM)
resistentes a macrélidos para poder evaluar el posible efecto anti-biofilm. Con todo,
observamos un cierto efecto microbiolégico aditivo en los resultados de las curvas de
letalidad in vitro en fase logaritmica y en fase estacionaria frente a una cepa de SARM al
afadir claritromicina a daptomicina. Este efecto, no evidenciado en el caso de las otras
cepas de estudio, ya habia sido destacado por Berti el al. con una cepa de SARM, con la

que la adicidn de claritromicina a % xCMI condujo a la esterilizacién del cultivo [96].

En la evaluacidn especifica de la actividad anti-biofilm in vitro de claritromicina
nosotros constatamos un efecto mas bien discreto, capaz de prevenir la formacion de
biofilm sdlo a altas concentraciones, no alcanzables en suero humano (264 y 232 mg/L
para las cepas de SARM and SASM, respectivamente). Por otra parte, no detectamos

ninguna actividad relevante frente un biofilm bien establecido de 24 horas.

Nuestros resultados del modelo de infeccién de cuerpo extrafio animal
confirmaron nuestras experiencias anteriores de eficacia de daptomicina y daptomicina-
rifampicina. Al margen de ello, la adiciéon de claritromicina a daptomicina mostré
algunos efectos in vivo. Mientras que en términos de eficacia daptomicina y
daptomicina-claritromicina fueron similares, la combinacién protegié frente a la
aparicién de cepas resistentes a daptomicina durante todos los experimentos en la
infeccion por SARM y parcialmente en la infeccidn por SASM. Por contra, claritromicina
no mejord la alta eficacia alcanzada por la combinacién daptomicina-rifampicina, ni
ofrecid mas proteccion frente a la apariciéon de cepas resistentes. Resulta dificil
establecer si este discreto efecto aditivo detectado en el modelo in vivo podria traducir
un auténtico efecto anti-biofilm de claritromicina o simplemente reflejar el discreto
efecto antibacteriano que ya observamos en los estudios in vitro de las curvas de

letalidad.

Las diferencias apreciadas en el comportamiento de las cepas de SASM y SARM
en lo que se refiere al efecto protector de claritromicina sobre el desarrollo de cepas
resistentes a daptomicina, podrian tener relacién con los resultados de la cinética de

crecimiento de dichas cepas. El tiempo menor de generacion en las cepas de SASM
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podria condicionar un mayor riesgo relativo de desarrollar resistencias y por ende, una

menor eficacia del tratamiento.

El discreto efecto aditivo de claritromicina a nuestro estudio in vivo estuvo
acorde con nuestros resultados in vitro y globalmente nuestras observaciones no
sugieren un papel clinico relevante de los macrélidos por su efecto anti-biofilm en el

tratamiento de la infeccion de prétesis articular por S.aureus.

4. Alternativas terapéuticas orales a la pauta clasica de rifampicina- levofloxacino
o rifampicina-linezolid en la infeccion por SASM y por SARM

4a. Eficacia de cotrimoxazol y acido fusidico en monoterapia en el modelo animal

Tanto cotrimoxazol como acido fusidico son antibidticos anti-estafilococicos
disponibles hace muchos afios y actualmente todavia en uso. Sin embargo, muchos de
los estudios microbiolédgicos y farmacocinéticos, habituales en los antibiéticos de mas
reciente aparicién, no se realizaron en su momento cuando salieron al mercado ni
tampoco posteriormente. Por ello, propusimos realizar estudios sobre su actividad en el

modelo animal de cuerpo extrafio.

Cotrimoxazol:

Cotrimoxazol se ha considerado una posible alternativa para el tratamiento de
las infecciones causadas por S.aureus debido a la susceptibilidad de la mayoria de cepas
estafilocdcicas a este farmaco y la accién sinérgica y bactericida que proporcionan sus
dos componentes, el trimetoprim y el sulfametoxazol [167,168]. Sin embargo, el
tratamiento con cotrimoxazol ha presentado tasas de fallos similares a las reportadas
previamente con sulfamidas [169]. En el tratamiento de bacteriemia y endocarditis
estafilocécica, se ha demostrado que la pauta terapéutica con cotrimoxazol tiene una
menor eficacia que vancomicina, y que los beta-lactdmicos son mas efectivos que
vancomicina [75,194,195]. En contraste, algunos trabajos en el campo de la osteomielitis

evaluaron la actividad de cotrimoxazol solo y en combinacién con rifampicina, manejado
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conjuntamente con un desbridamiento quirurgico, y presentaron una alta eficacia clinica

[196,197].

En nuestro modelo animal observamos que TMP-SMZ no tuvo actividad. La
presencia de considerables cantidades de timidina en el suero y orina murinos (163 a
166 y de 410 a 728ng/mL, respectivamente) podria haber interferido en la actividad in
vivo de cotrimoxazol. Si bien en los humanos los niveles de timidina en el suero son bajos
o inexistentes [198], éstos pueden ser claramente mas elevados en algunos tejidos o
situaciones clinicas particulares. En este sentido, la revisién de Proctor et al. sobre el uso
de cotrimoxazol frente a SARM comunitario, enfatiza las altas tasas de fallo observadas
en aquellas infecciones con altas cantidades de pus, tejido dafiado y carga bacteriana,
presumiblemente debido a la presencia de timidina [169]. En esta linea, en el reciente
estudio de Zander et al. se detectd una media de 530 pg/L de timidina en el esputo de
diez pacientes con fibrosis quistica. Ellos demostraron que la actividad de cotrimoxazol,
asi como su sinergia con rifampicina, era inhibida con 2mg/L de timidina [199]. En otro
estudio in vitro, Stokes et al. cuantificaron que la concentracién requerida de timidina

para inhibir la actividad de cotrimoxazol era tan baja como 0.05mg/L [200].

Con estas consideraciones, la hipotética eficacia de cotrimoxazol depende del
balance entre la droga y los niveles de timidina encontrados en el lugar de infeccién.
Ademas, su particular farmacocinética trabaja en contra de su cuestionada eficacia en
las infecciones donde hay presencia de biofilm, como las infecciones osteoarticulares
relacionadas con implantes. Mientras que la actividad sinérgica de trimetoprim vy
sulfametoxazol estd basada en alcanzar una proporciéon de 1:20 respectivamente,
normalmente encontrada en el suero y en fluidos intersticiales en los humanos, ello no
parece ser el caso de las concentraciones éseas y por tanto, el escenario final en las
infecciones osteoarticulares puede ser distinto [201]. Nuestros resultados de la
ineficacia de cotrimoxazol en el modelo animal confirman estudios experimentales
previos [202-204], y estdn en concordancia con los fallos clinicos descritos tras su
administracion en infecciones purulentas [169]. Laimposibilidad de incrementar la dosis
de TMP-SMZ o utilizar un tratamiento mds prolongado debido principalmente a la

intolerancia de los animales no nos permitié proseguir con nuestros experimentos in
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vivo. Sin embargo, nuestra experiencia previa con el modelo de cuerpo extrafio, no nos
lleva a suponer un incremento significativo de su actividad en otras condiciones

[141,205].

Nuestros resultados cuestionan el uso de cotrimoxazol en infecciones con un
componente supurativo importante, debido a la presumible inhibicién de su actividad

por parte de la timidina.

Acido fusidico:

Este antibidtico anti-estafilocécico no ha llegado a ser comercializado en nuestro
pais, pero ha sido utilizado, con cierta frecuencia, en los paises anglosajones desde hace
mas de 40 afos en el contexto de las infecciones de prétesis articular. Se presentan
diversas vias de administracién: oral, intravenosa y tépica, en diversas formulaciones y
su farmacocinética se caracteriza por encontrar altas concentraciones del farmaco en
suero, hueso y liquido sinovial y presentar una alta penetracion y acumulacion celular.
Sin embargo, los niveles del antibidtico son muy variables entre pacientes y se observa
una cierta acumulacién en el transcurso del tratamiento [161]. Se considera
principalmente bacteriostatico, aunque puede llegar a tener actividad bactericida a altas
concentraciones y es activo frente a SARM [206]. Los estudios realizados demuestran
que afecta a la patogenicidad de S.aureus e interacciona con las defensas del huésped
[207]. Debido a la aparicion de resistencias y a la existencia de subpoblaciones de
S.aureus con CMIs aumentadas [208,209], se utiliza en combinacién con otro agente
antimicrobiano. Los estudios realizados en la clinica han demostrado que su
combinacién con rifampicina podria ser una opciéon como alternativa terapéutica en las
infecciones de prétesis estafilocdcicas manejadas con DAIR [68,69]. Es por ello, que nos

propusimos estudiar su eficacia frente a la infeccién de cuerpo extrafio por S.aureus.

En nuestros estudios in vitro su comportamiento en solitario fue bacteriostatico
frente a todas las cepas estudiadas y se confirmd la aparicion sistematica de cepas
resistentes. Su adicion a daptomicina mostré un efecto concentraciéon dependiente, su

combinacion a bajas concentraciones mejoraba la actividad de daptomicina, llegando a
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ser bactericida con SARM y SASM en fase replicativa y con la cepa SARM en fase
estacionaria. Su combinacidn con rifampicina mejord ligeramente su actividad en fase
exponencial y fue indiferente en fase estacionaria. Lo mds relevante fue que las
combinaciones protegieron frente a la aparicion de resistencias total o parcialmente.
Estos resultados se consideraron de cierto interés, dada la escasa informacion

disponible sobre estas combinaciones en la literatura.

Nuestros estudios en el modelo in vivo se vieron determinados por las
dificultades encontradas para disponer de la formulacion idénea del antibidtico para ser
utilizado en los animales y la imposibilidad de realizar los estudios de farmacocinética
necesarios. La literatura disponible sobre estudios de farmacocinética de 4cido fusidico
en la rata es escasa y algunos de ellos han apuntado la dificultad para ser llevados a cabo
en roedores [162]. En los dos trabajos realizados por Findon y Rowe en la rata se utilizé
la forma de dietanolamina fusidato, que a dosis de 200mg/kg por via subcutanea obtenia
unos niveles maximos equivalentes a los humanos [163,164]. Nosotros no pudimos
disponer de esta formulacién de manera continuada y todos los experimentos con otras
formulaciones toparon con la intolerancia de los animales a las dosis requeridas para
alcanzar niveles adecuados del antibidtico. Finalmente, tuvimos que suspender estos

estudios in vivo.

4b. Eficacia de cotrimoxazol y su combinacidn con rifampicina en el modelo de
biofilm in vitro CDC Biofilm Reactor

Como ya ha sido repetido a lo largo de la presente memoria de tesis, la
combinacién de rifampicina con fluoroquinolonas se considera el tratamiento de
eleccidn en las infecciones de prétesis articulares causadas por SASM [13,210]. También
se ha comentado previamente que las alternativas terapéuticas, cuando no pueden
administrarse las fluoroquinolonas, no estan bien establecidas. Las combinaciones con
rifampicina de cotrimoxazol y linezolid son con frecuencia utilizadas en su formulacion
oral de forma prolongada en estas circunstancias, pero no se ha evaluado con
rigurosidad su eficacia comparativa. Nuestro grupo y otros observamos globalmente

una buena eficacia, utilizando cotrimoxazol combinado con rifampicina en la
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osteomielitis crénica estafilocdcica [197,211] y en un estudio, Nguyen et al sugirieron
que la eficacia de un tratamiento oral prolongado con cotrimoxazol-rifampicina era
similar a la de linezolid-rifampicina en pacientes con infecciones osteoarticulares
producidas por cocos gram positivos resistentes, incluyendo pacientes con infecciones

de protesis [212].

En nuestros estudios realizados in vitro utilizando el sistema CDC Biofilm Reactor
para una cepa de SASM, levofloxacino-rifampicina resulté ser el tratamiento mads
efectivo de forma muy significativa, presentando descensos bacterianos mucho
mayores que las otras pautas estudiadas en el medio de cultivo e incluso erradicando el
biofilm en algunos cupones. Estas observaciones concuerdan con los trabajos realizados
anteriormente, en los que altas dosis de levofloxacino en combinacién con rifampicina

presentaban una gran eficacia [141,213-215].

Respecto a los resultados comparativos de las pautas rifampicina-linezolid y
rifampicina-cotrimoxazol tanto con la cepa de SASM como con la SARM, debe resaltarse
como muy relevante, que cotrimoxazol no fue capaz de proteger frente a la aparicion
de resistencias a rifampicina, como si lo hizo linezolid. El desarrollo de cepas resistentes
a rifampicina se observé de forma sistematica en las diferentes muestras estudiadas
bajo tratamiento con rifampicina-cotrimoxazol, si bien el fenémeno fue mas intenso y
precoz en la infeccidn por SARM. En esta infeccidon el predominio de cepas resistentes a
rifampicina ya a las 8 horas del experimento condiciond una eficacia practicamente nula
de esta pauta antibidtica al final del mismo. En el caso de la infecciéon por SASM este
desarrollo fue algo mds tardio y condicion6 menos la eficacia observada al final del
experimento. Sin embargo, con toda probabilidad, el resultado final de ineficacia
hubiera sido similar al de SARM, al tomar relevancia progresiva las cepas resistentes a

rifampicina, si se hubiera prolongado el tiempo de duracién del experimento.
Los resultados obtenidos con linezolid-rifampicina pueden considerarse acordes

con los resultados obtenidos en trabajos experimentales previos[205] y la experiencia

clinica acumulada en el tratamiento de la infeccion de prétesis articular [216,217].
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Respecto a los resultados observados con cotrimoxazol-rifampicina debemos
hacer algunas consideraciones. Por una parte, nuestra experiencia en el tratamientos de
la osteomielitis cronica focalizé el riesgo de fallo terapéutico en la presencia de cuerpo
extrafio [211]. También, en referencia a las infecciones de protesis articular, Stein et al
encontraron fallos alrededor del 40% en pacientes tratados con cotrimoxazol a altas
dosis, en algunos casos con aparicidn de cepas resistentes [218]. Este modelo de biofilm
in vitro se ha mostrado valido para evaluar esta problematica, simulando la
farmacocinética/farmacodindmica de los diferentes antibiéticos. Nosotros confirmamos
en la farmacocinética del modelo unos niveles de cotrimoxazol equivalentes a los
esperados en la terapéutica humana. Estos niveles podrian no proporcionar la actividad
suficiente para evitar el desarrollo de resistencias a rifampicina en unas condiciones de
particular exigencia como se dan en el modelo y en la situacién clinica de presencia de
cuerpo extrafio. La informacion clinica sobre este fenédmeno de falta de proteccién es
escasa, pero una circunstancia similar fue descrita también en un estudio de
descolonizaciéon nasal por SARM en pacientes bajo tratamiento con cotrimoxazol-
rifampicina en los que se constaté la aparicion de cepas resistentes a rifampicina con

cierta frecuencia [219].

Debe resaltarse que nuestro modelo no contempla la problemdtica adicional de
las interacciones farmacocinéticas de la rifampicina. En los ultimos afios se ha incidido
en la posible importancia de las interacciones de rifampicina con otros antibiéticos,
particularmente en las combinaciones de antibidticos orales para el tratamiento de
infecciones de implantes ortopédicos. Mientras que los niveles de levofloxacino se
mantienen inalterados en presencia de rifampicina [220], este fdrmaco disminuye los
niveles de trimetoprim y sulfametoxazol [152] y los de linezolid, clindamicina y acido
fusidico [221-223] alrededor de un 30%. En el caso de cotrimoxazol debe tenerse en
cuenta su particular farmacocinética, que requiere de la adecuada proporcion de sus
dos componentes, el trimetoprim y el sulfametoxazol, y de que su actividad depende en
gran medida de los niveles de TMP-SMZ alcanzados en el lugar de la infeccién y su
posible inhibicion por la timidina como se resefié en el apartado anterior de la presente

memoria[71]. Las consecuencias clinicas de todas estas interacciones farmacocinéticas
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no estdn bien definidas, pero podrian tener especial relevancia para aquellos

antibidticos que tienen niveles mas erraticos, como cotrimoxazol y acido fusidico.

Globalmente, los resultados de nuestro modelo refuerzan el concepto de la
eficacia superior de la combinacion de levofloxacino-rifampicina y ponen un punto de
alerta importante sobre el riesgo de desarrollo de resistencias a rifampicina al utilizar la
combinacidn cotrimoxazol-rifampicina en este tipo de infecciones. A esto debe afiadirse
las consideraciones planteadas en el apartado anterior al respecto de su farmacocinética

y el efecto inhibitorio de la timidina.

Todo ello aconseja en el caso especifico de las infecciones osteoarticulares
relacionadas con implantes y manejadas con DAIR, evitar la administraciéon de la
combinacién de rifampicina con cotrimoxazol durante la fase aguda y en todo caso
reservarla como una terapia alternativa en una fase posterior, cuando la infeccién esta

bajo un cierto control.
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VII. CONCLUSIONES

1. Respecto a la estandarizacion de modelos de infeccidon experimental de cuerpo

extraino

la.

Modelo de infeccion de evolucidn aguda de exigencia variable por SASM

en la rata.

1b.

1la.1 Elmodelo es reproducible y proporciona las caracteristicas de una
infeccién de cuerpo extrafio: formacion de biofilm, persistencia de la

infeccion en el tiempo y tolerancia bacteriana a los antibidticos.

1la.2 El modelo emula razonablemente la infeccién aguda de protesis
articular y permite el estudio de la eficacia comparativa de las pautas

antimicrobianas con diferentes grados de actividad

Modelo dindmico de biofilm in vitro por SASM y SARM en un sistema CDC

Biofilm Reactor

1b.1 El modelo es reproducible y adecuado para el estudio in vitro de

las infecciones por S.aureus asociadas a biofilm

1b.2  En las condiciones de una fase estatica inicial de 24 horas con un
medio enriquecido y un indculo de 10’UFC/mL, una fase dindmica
posterior de 24 horas con medio restrictivo al 20% y velocidad de
recambio de 11.67mL/min se produjo un biofilm con recuentos de
107UFC/mL, capaz de discernir la diferente eficacia antimicrobiana de las

diversas pautas antibidticas.

2. Respecto a la eficacia de daptomicina y sus combinaciones en el modelo animal

por SASM

2a.

Eficacia de daptomicina-cloxacilina
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2b. Efic

2a.1 Las monoterapias con cloxacilina y daptomicina mostraron una

eficacia discreta y aparecieron cepas resistentes a daptomicina.

2a.2 La combinacion daptomicina con cloxacilina se mostré sinérgica,
protegio frente a la aparicidén de cepas resistentes a daptomicina y tuvo

una eficacia similar a la de cloxacilina-rifampicina.

2a.3 Daptomicina-cloxacilina deberia considerarse como alternativa
terapéutica anti-SASM para las infecciones de cuerpo extrafio,

especialmente en las fases iniciales del tratamiento.
acia de otras combinaciones de daptomicina

2b.1 La combinacion daptomicina-rifampicina protegié del desarrollo
de cepas resistentes a daptomicina y mostré una eficacia
significativamente mayor que la de la pauta de referencia levofloxacino-

rifampicina.

2b.2 La combinacion daptomicina-rifampicina podria ser una
alternativa de eleccidon en las primeras semanas de tratamiento cuando

no puede utilizarse levofloxacino

2b.3  Lacombinacion daptomicina-levofloxacino protegié del desarrollo
de cepas resistentes a daptomicina y mostré una eficacia similar alade la

pauta de referencia levofloxacino-rifampicina

2b.4 La combinacidn daptomicina-levofloxacino podria ser una
alternativa terapéutica inicial de primera eleccién cuando no puede

utilizarse rifampicina.

3. Respecto a la eficacia anti-biofilm de claritromicina en el modelo animal por

SASM y SARM

3a.

Claritromicina mostré un efecto anti-biofilm in vitro Gnicamente discreto,
interfiriendo la formacion de biofilm solo a concentraciones elevadas, no

alcanzables clinicamente, sin ninguna accién frente al biofilm ya maduro.
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3b. La adicién de claritromicina a daptomicina en el modelo in vivo no
incrementd su eficacia antimicrobiana, pero protegié del desarrollo de
cepas resistentes a daptomicina frente a SARM. Este efecto se relacioné
probablemente con un cierto efecto microbiolégico observado in vitro,

mas bien que con un efecto propiamente anti-biofilm.

3c. Los resultados observados no sugieren un papel clinico significativo para
claritromicina en el tratamiento de las infecciones de cuerpo extrafio y en
concreto de proétesis articular por S.aureus, en base a su efecto anti-

biofilm

4. Respecto a las alternativas terapéuticas orales a la pauta cldsica de rifampicina-

levofloxacino o rifampicina-linezolid en la infeccién por SASM y por SARM.

4a. Eficacia de cotrimoxazol y acido fusidico en monoterapia en el modelo

animal

4a.1 La presencia de timidina aument6 la CMI de la cepa de SASM
(ATCC 29213) para cotrimoxazol 4-8 veces y determind con toda

probabilidad la falta de eficacia de este antibidtico en el modelo in vivo

4a.2 El 4cido fusidico en solitario mostrd solo una actividad in vitro
bacteriostatica frente a las cepas de SARM y SASM y se acompaiié del
desarrollo de cepas resistentes. Sin embargo, su combinacidon con
daptomicina o rifampicina comporté un efecto sinérgico o indiferente y

protegio de la aparicidn de cepas resistentes total o parcialmente.

4a.3 No se pudieron realizar los estudios previstos en el modelo in vivo
con acido fusidico por la falta de tolerancia de los animales a las dosis

requeridas para su tratamiento.

4b. Eficacia de cotrimoxazol y su combinacién con rifampicina en el modelo de

biofilm in vitro CDC Biofilm Reactor
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4b.1  Frente a SASM, levofloxacino-rifampicina se mostré como una
pauta superior a las otras estudiadas, llegando a erradicar el biofilm en

los cupones.

4b.2 La combinacion de linezolid-rifampicina mostré una eficacia
moderada tanto en la infecciéon por SASM como por SARM y protegid de

la aparicion de cepas resistentes a rifampicina.

4b.3 La eficacia de cotrimoxazol-rifampicina se vié totalmente
condicionada por la aparicion precoz y sistematica de cepas resistentes a

rifampicina tanto en la infeccién por SASM como por SARM.

4b.4 En este modelo exigente de infeccién de cuerpo extrafio
cotrimoxazol no fue capaz de evitar el desarrollo sistematico de cepas
resistentes a rifampicina, fenémeno de especial intensidad en la infeccién

por SARM.

4b.5 Estos resultados juntamente con los reflejados en el objetivo 4a.1
sobre el efecto inhibitorio de la timidina, ponen en cuestién el uso de la
combinacidn rifampicina-cotrimoxazol en la fase aguda supurativa de las
infecciones de protesis articular, que deberia reservarse en todo caso
como una terapia alternativa secuencial, cuando la infeccién esta bajo

control.
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